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RESUMO 
 
L-Asparaginases são enzimas que catalisam a hidrólise da L-asparagina a 
ácido L-aspártico e amônia. As L-asparaginases microbianas têm recebido atenção 
devido ao seu papel no tratamento da leucemia linfoblástica aguda e devido à sua 
crescente aplicação na indústria de alimentos visando à redução da formação de 
acrilamida durante o processamento de alimentos. Um número crescente de 
pesquisas tem estudado a aplicação dessa enzima em diferentes matrizes alimentares 
comprovando seus efeitos na redução de acrilamida. Neste trabalho, foi estudada a 
produção de L-asparaginase por oito linhagens de fungos Aspergillus. Entre as 8 
linhagens testadas, A. niger LBA 02, A. oryzae CCT 3940, A. oryzae LBA 01 
apresentaram maior produção de L-asparaginase, 26,0 U mL-1; 20,6 U mL-1 e 19,1 U 
mL-1, respectivamente. A linhagem de A. oryzae CCT 3940 foi escolhida para os 
estudos de produção de L-asparaginase considerando-se as características 
bioquímicas da enzima (estabilidade em pH 6-8 e 40-50ºC e não inibição na presença 
de NaCl) para a aplicação potencial em alimentos. Uma estratégia de otimização 
sequencial foi utilizada para determinar o efeito de diferentes fontes de carbono, fontes 
de nitrogênio, concentração de indutor (L-asparagina), concentração de inóculo, pH 
inicial do meio, temperatura e agitção na produção de L-asparaginase de A. oryzae 
CCT 3940 em fermentação submersa. Na fermentação pelo micro-organismo a 30 °C 
em meio Czapek modificado composto de prolina (2%), glicose (0,5%), presença do 
indutor L-asparagina (0,2%), extrato de levedura (0,5%), KH2PO4 (0,152%), KCl 
(0,052%), MgSO4.7H2O (0,052%), CuNO3.3H2O (0,0001%), ZnSO4.7H2O (0,0001%) 
e FeSO4.7H2O (0,0001%) ajustado a pH 8,0, concentração de 3 ×107 esporos mL-1, 
72 horas de fermentação a 150 rpm, a atividade de L-asparaginase foi de 67,49 U mL-
1
, o que representa um aumento de 225% em relação às condições iniciais não-
otimizadas. A L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 foi purificada em um processo 
de quatro etapas e a massa molecular foi estimada em 115 kDa. A enzima purificada 
apresentou atividade ótima na faixa de pH de 7,0-8,0 a 40-50 °C. A enzima purificada 
apresentou atividade antiproliferativa contra várias linhagens de células tumorais 
humanas, sem, contudo, inibir completamente o crescimento da linhagem não 
tumoral. Para verificar a eficácia da enzima e da preparação comercial de L-
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asparaginase em reduzir acrilamida em alimentos, amostras de batatas cortadas na 
forma de cubos (2 cm de aresta) foram submetidas a imersão por 30 minutos a 50 °C 
em três tratamentos: (i) em água destilada; (ii) água destilada com L-asparaginase 
purificada e (iii) água destilada com enzima comercial. A L-asparaginase purificada 
promoveu uma redução de 72% na formação de acrilamida enquanto que a enzima 
comercial apresentou 92% de redução em comparação com o sistema controle. Os 
resultados obtidos nessa pesquisa, indicam que a enzima L-asparaginase de A. 
oryzae CCT 3940 possui características bioquímicas e atividade biológica atrativas 
para a indústria de alimentos e para a indústria farmacêutica.  
Palavras-chave: L-asparaginase, acrilamida, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger. 
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ABSTRACT 
 
L-asparaginases are enzymes that catalyze the hydrolysis of L-asparagine 
to L-aspartic acid and ammonia. Microbial L-asparaginases have received attention 
due to its role in the treatment of acute lymphoblastic leukemia and due to its increasing 
use in the food industry aimed at reducing acrylamide formation during food 
processing. An increasing number of studies has made the application of this enzyme 
in different food matrices and proven its effects on the reduction of acrylamide. In this 
study, the production of L-asparaginase by eight strains of Aspergillus fungi was 
assessed. Among the eight tested strains, A. niger LBA 02, A. oryzae CCT 3940 and 
A. oryzae LBA 01 showed higher production of L-asparaginase, 26,0 U mL-1, 20,6 U 
mL-1 e 19,1 U mL-1, respectively. The strain of A. oryzae CCT 3940 was selected for 
the production of L-asparaginase studies considering the biochemical characteristics 
of the enzyme (stability at pH 6-8 and 40-50 ° C, and no inhibition in the presence of 
NaCl) for potential application in food. A sequential optimization strategy was used to 
determine the effect of different carbon sources, nitrogen sources, inductor 
concentration (L-asparagine), inoculum concentration, initial pH of the medium, 
temperature and agitation in the production of L-asparaginase from A. oryzae CCT 
3940 in submerged fermentation. In the fermentation of the microorganism at 30 °C in 
modified Czapeck medium consisting of proline (2%), glucose (0.5%), L-asparagine 
(0.2%), yeast extract (0.5%), KH2PO4 (0.152%), KCl (0.052%), MgSO4.7H2O 
(0.052%), CuNO3.3H2O (0.0001%), ZnSO4.7H2O (0.0001%) and FeSO4.7H2O 
(0,0001%) pH adjusted to pH 8.0, inoculum concentration of 3 × 107 spores mL-1, 72 
hours of fermentation at 150 rpm, L-asparaginase activity was 67.49 U mL-1. This 
represents an increase of 225% compared to non-optimized initial conditions. The L-
asparaginase from A. oryzae CCT 3940 was purified in a four-step process, and the 
molecular mass was estimated as 115 kDa. The purified L-asparaginase from A. 
oryzae CCT 3940 exhibited optimal activity at pH 7.0-8.0 at 40-50 °C. The purified 
enzyme showed anti-proliferative activity against various human tumor cell lines 
without, however, completely inhibit the growth of non-tumor cell line. In order to verify 
the effectiveness of the enzyme and of the commercial preparation of L-asparaginase 
on reducing acrylamide in foods, samples of potatoes cut into cubes (2 cm edge) were 
subjected to soaking for 30 minutes at 50 °C in three treatments: (i) distilled water; (ii) 
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distilled water with purified L-asparaginase and (iii) distilled water with commercial 
enzyme. The purified L-asparaginase promoted a 72% reduction in acrylamide 
formation whereas the commercial enzyme showed 92% reduction when compared to 
the control system. The results obtained in this study indicate that L-asparaginase 
enzyme from A. oryzae CCT 3940 has attractive characteristics and interesting 
biological activity for the food industry and the pharmaceutical industries. 
Keywords: L-asparaginase, acrylamide, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger. 
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1. Introdução geral 
L-Asparaginases (L-asparagina amidahidrolase; EC 3.5.1.1) são enzimas 
que catalisam a hidrólise do grupo amida da cadeia lateral da L-asparagina formando 
ácido aspártico e amônia. Estas enzimas são amplamente distribuídas entre os seres 
vivos, sendo encontradas em animais, plantas e em micro-organismos (Verma et al., 
2007). Entretanto, as L-asparaginases microbianas receberam maior atenção devido 
ao seu papel na terapia de leucemia linfoblástica aguda e na inibição da formação de 
acrilamida durante o processamento de alimentos. 
Há mais de três décadas, a L-asparaginase tem sido utilizada em 
tratamentos quimioterápicos de doenças malígnas do sistema linfático, tais como 
leucemia linfoblástica aguda infantil, linfoma, linfossarcoma de Hodgkin e 
melanossarcoma (Stecher et al.,1999; Duval et al., 2002). Além disso, as L-
asparaginases têm sido utilizadas como um biossensor para determinação de L-
asparagina, devido à grande quantidade de amônia produzida pela reação enzimática 
e sua correlação direta com o nível de L-asparagina no sangue (Verma et al., 2007). 
A descoberta e desenvolvimento da enzima L-asparaginase como agente 
antineoplásico iniciou-se em 1953, quando Kidd (1953) observou a inibição do 
crescimento de tumores induzidos em ratos e camundongos depois do tratamento 
com soro de porquinhos da Índia que haviam sido relatados como fonte de L-
asparaginase (Müller e Boos, 1998; Graham, 2003).  
Além do uso clínico, as L-asparaginases têm sido empregadas com êxito 
na inibição da formação de acrilamida em alimentos amiláceos aquecidos a elevadas 
temperaturas. A acrilamida é formada por meio da reação de Maillard em alimentos 
ricos em açúcares redutores na presença de L-asparagina, durante o processamento 
térmico (Mottram et al., 2002; Stadler et al., 2002). A acrilamida é definida como um 
provável carcinógeno em humanos segundo a Agência Internacional de Pesquisa 
sobre o Câncer (IARC) além de poder ser tóxica ao sistema nervoso e reprodutivo em 
determinadas doses (IARC, 1994). Diversos programas internacionais de pesquisa 
foram estabelecidos a fim de investigar o risco de toxicidade da acrilamida em 
alimentos. A Organização Mundial da Saúde e a Organização das Nações Unidas 
para Alimentação e Agricultura recomendaram a redução da concentração de 
acrilamida em alimentos (Hendriksen et al., 2009; FAO/WHO, 2011). Em 2015, o 
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EFSA (European Food Safety Authority), a Autoridade Européia em Segurança 
Alimentar, publicou uma avaliação do risco de acrilamida nos alimentos, no qual 
concluíram que a ingestão de acrilamida aumenta potencialmente o risco de 
desenvolvimento de câncer para os consumidores em todos os grupos etários (EFSA, 
2015). 
Baseado no conhecimento dos mecanismos de formação de acrilamida, 
muitos parâmetros que afetam o seu nível em alimentos já foram investigados, como 
a aplicação de calor, a quantidade e o tipo de carboidrato e aminoácidos, a umidade, 
a atividade de água e o uso de aditivos (Ciesarova et al., 2006; De Wilde et al., 2005; 
Becalski et al., 2004; Amrein et al., 2003; Biedermann et al., 2002). 
Consequentemente, diversas formas para sua minimização nos alimentos têm sido 
propostas, tais como escolher variedades de batata com baixos níveis de açúcares 
redutores, armazenar as batatas acima de 6 °C e controlar os níveis de açúcar, evitar 
grãos de trigo cultivadas em solos com baixas concentrações de enxofre, cortar as 
batatas em tiras mais grossas e realizar o branqueamento com água quente (batatas 
fritas), incluir sais de cálcio e/ou ácidos na receita para produtos a base de batata, 
evitar a adição de açúcares redutores (pães, biscoitos, produtos de padaria e cereais 
matinais), substituir o bicarbonato de amônio por outros agentes levedantes 
(biscoitos), controlar a potência térmica dos processos e controlar o teor de umidade 
final e a cor (FAO/WHO, 2011).  
Os métodos mais eficazes para reduzir a formação de acrilamida são 
baseados na remoção de precursores como o aminoácido L-asparagina (FAO/WHO, 
2011). Este aminoácido pode ser removido com o uso da L-asparaginase que é capaz 
de realizar a hidrólise seletiva da L-asparagina formando ácido aspártico e amônia 
(Hendriksen et al., 2005; Ciesarova et al., 2006; Pedreschi et al., 2008; Hendriksen et 
al., 2009).  
Devido à forte correlação entre a formação de acrilamida e a concentração 
de asparagina livre, a redução de asparagina em matérias-primas implica em um teor 
reduzido de acrilamida nos produtos finais (Ciesarova et al., 2006). Em diversos 
estudos, a L-asparaginase tem sido aplicada com sucesso em escala laboratorial para 
produtos à base de batata (Pedreschi et al., 2011; Pedreschi et al., 2008; Zyzak et al., 
2003) e produtos à base de cereais (Capuano et al., 2009; Capuano et al., 2008; 
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Hendriksen et al., 2005; Vass et al., 2004) com percentual de redução da formação de 
acrilamida de até 90%. A enzima também já vem sendo aplicada em alguns produtos 
em escala piloto (CIAA, 2009; Corrigan, 2008; De Boer, 2008; Novozymes, 2007). As 
preparações comerciais disponíveis de L-asparaginase baseiam-se em tecnologia de 
clonagem recombinante e são obtidas de Aspergillus niger ou Aspergillus oryzae 
(Claus et al., 2008; Novozymes 2007). Em alguns países, incluindo o Brasil, apenas 
L-asparaginase de Aspergillus oryzae é permitida para utilização em alimentos pela 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2009). No entanto, apesar de a L-
asparaginase ser muito promissora para reduzir a acrilamida, a sua aplicação ainda é 
dispendiosa em comparação com outras estratégias (Claus et al., 2008).  
Assim, torna-se evidente a necessidade de reduzir os custos da produção da 
L-asparaginase para aumentar a segurança dos alimentos produzidos em países que 
não são autossuficientes nesta enzima. Assim, a aplicação, no Brasil, de uma L-
asparaginase nativa de Aspergillus oryzae CCT 3940, sem o uso da tecnologia de 
clonagem, poderia aumentar a possibilidade de reduzir os custos de importação desta 
enzima, proporcionando um alimento seguro para a população. 
O objetivo deste trabalho foi selecionar entre oito linhagens de fungos a 
melhor linhagem produtora de L-asparaginase, estudar a produção da enzima, 
determinar as características bioquímicas, otimizar a sua produção, purificar a enzima 
do fungo selecionado, avaliar a L-asparaginase purificada quanto ao potencial 
antiproliferativo de células tumorais e aplicar a enzima purificada em batatas fritas 
para verificar a capacidade de reduzir a formação de acrilamida.  
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2. Objetivos 
2.1 Objetivo geral 
O presente trabalho visou selecionar uma linhagem de Aspergillus sp. 
produtora da enzima L-asparaginase, otimizar sua produção, purificar e caracterizar 
bioquimicamente a enzima, avaliar o efeito antiproliferativo da enzima purificada frente 
a células tumorais humanas e avaliar a capacidade da enzima purificada em reduzir a 
formação de acrilamida em batatas fritas. 
2.2 Objetivos específicos 
• Selecionar linhagens de Aspergillus oryzae e de Aspergillus niger 
produtoras de L-asparaginase por meio de testes qualitativos em placas de 
Petri e por cromatografia em camada delgada; 
• Selecionar a melhor linhagem de fungo produtora de L-asparaginase, 
analisando-se a produção da enzima, o pH e a temperatura de atividade ótima 
e de estabilidade; 
• Estudar o efeito de diferentes fontes de carbono e nitrogênio na 
produção de L-asparaginase pela linhagem selecionada de Aspergillus sp.; 
• Avaliar a produção de L-asparaginase por meio de fermentação 
submersa e avaliar os parâmetros de cultivo visando à otimização da produção 
da enzima utilizando planejamento experimental; 
• Purificar a enzima L-asparaginase utilizando fracionamento com sulfato 
de amônio e combinação de colunas de troca iônica utilizando sistema FPLC 
(Fast Protein Liquid Chromatography); 
• Caracterizar bioquimicamente a asparaginase purificada; 
• Avaliar a atividade antiproliferativa da enzima purificada em linhagens 
celulares tumorais humanas em comparação com a L-asparaginase bacteriana 
comercial e em comparação com a doxorrubicina (antibiótico citostático). 
• Desenvolver e validar a metodologia por cromatografia gasosa acoplada 
a espectrometria de massas/espectrometria de massas para a quantificação de 
acrilamida em alimentos; 
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• Comparar a redução da formação de acrilamida em batatas fritas 
previamente tratadas com a L-asparaginase obtida e compará-la com a enzima 
fúngica comercial.  
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3. Revisão bibliográfica 
3.1. L-asparaginase: aspectos gerais  
A L-asparaginase (E.C.3.5.1.1) é uma amidahidrolase que catalisa a 
hidrólise do aminoácido L-asparagina produzindo ácido aspártico e amônia (Capuano 
et al., 2008). Especificamente, esta enzima catalisa a hidrólise do grupo amina da 
cadeia lateral do aminoácido, convertendo-o em ácido. As L-asparaginases são 
amplamente distribuídas na natureza e desempenham um papel central no 
metabolismo e utilização dos aminoácidos (Hosamani e Kaliwal, 2011). A Figura 1 
esquematiza a reação de hidrólise do aminoácido asparagina em ácido aspártico pela 
asparaginase.  
 
Figura 1. Reação de hidrólise da L-asparagina em ácido aspártico e amônia 
catalisada pela L-asparaginase. 
 
Considerável atenção tem sido dada a essa enzima desde que foi 
demonstrado por Broome (1961) e Mashburn e Wrinston (1963) que a L-asparaginase 
de Escherichia coli possuía atividade antitumoral. Desde então, um grande número de 
micro-organismos têm sido alvo de estudos que visam à produção de L-asparaginase. 
As L-asparaginases são amplamente distribuídas na natureza, sendo encontradas em 
bactérias, leveduras, algas, plantas e a partir do plasma de certos vertebrados como 
porquinhos da Índia (Baskar e Renganathan, 2011b). Algumas destas enzimas 
apresentam atividade antineoplásica, embora poucas possam ser utilizadas como 
quimioterápicos, fato que continua estimulando a pesquisa de novas fontes desta 
enzima. 
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As L-asparaginases desempenham um papel crítico no metabolismo de 
aminoácidos formando ácido aspártico, o qual, pode ser transformado em 
oxaloacetato que pode ser metabolizado no ciclo de Krebs (Savitri e Azmi, 2003). As 
L-asparaginases podem também atuar hidrolisando o excesso de L-asparagina em 
ácido L-aspártico que é o precursor dos aminoácidos lisina, treonina e metionina 
(Savitri e Azmi, 2003). Além disso, o produto da reação catalítica da L-asparaginase 
em plantas é utilizado para o armazenamento e transporte de nitrogênio e é vital para 
a utilização deste recurso essencial (Bruneau et al., 2006).  
3.2 Produção de L-asparaginases microbianas  
 3.2.1 Aspectos gerais 
Fungos, leveduras, bactérias, algas e plantas têm sido relatados como 
potenciais fontes de L-asparaginase (Verma et al., 2007; Savitri e Azmi, 2003). No 
entanto, enzimas de fontes procarióticas e eucarióticas diferem em relação às suas 
propriedades.  
O uso clínico de L-asparaginase de fontes bacterianas pode provocar 
hipersensibilidade a longo prazo em alguns pacientes o que conduz a reações 
alérgicas e anafilaxia. Micro-organismos eucarióticos, tais como leveduras e fungos 
filamentosos, têm sido relatados como produtores de quantidades substanciais de L-
asparaginase extracelular com a possibilidade de gerar maiores rendimentos com 
menor custo e com a possibilidade de promover menos efeitos colaterais (Ali et al., 
1994; Shaffer et al., 1988). A demanda por asparaginases de fungos tem crescido nos 
últimos anos dada sua possível aplicação clínica e sua consolidada aplicação na 
indústria de alimentos. 
L-asparaginases fúngicas obtidas a partir de linhagens recombinantes de 
Aspergillus niger e Aspergillus oryzae já foram patenteadas para fins industriais 
(Corrigan, 2008; De Boer, 2008). Uma das asparaginases comerciais mais 
empregadas atualmente em alimentos é de Aspergillus oryzae recombinante 
(Aspergillus oryzae expresso Aspergillus oryzae). O Aspergillus oryzae é bem 
conhecido para a produção de enzimas alimentares e a L-asparaginase proveniente 
desse fungo tem mostrado elevados rendimentos para a indústria (Kuilman e Wilms, 
2007; Laan et al., 2008). Esta enzima comercial também é reconhecida como segura 
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nos EUA, possui aprovação das autoridades dinamarquesas e uma avaliação positiva 
de peritos da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) e a L-
asparaginase de A. oryzae é permitida para uso no Brasil (ANVISA 2009, Kuilman e 
Wilms, 2007). 
 3.2.2 Produção de L-asparaginase 
Gulati et al. (1997) realizaram triagem de diferentes micro-organismos 
produtores de L-asparaginase. Dentre os 25 fungos filamentosos testados, as 
linhagens de Aspergillus oryzae, Penicillium nelicum e Penicillium granulatum 
apresentaram atividade de L-asparaginase. A atividade de L-asparaginase foi 
determinada nos filtrados dos meios de cultura utilizando o reagente de Nessler e L-
asparagina como substrato para a determinação da amônia liberada. A atividade de 
L-asparaginase dos fungos selecionados variou de 0,01 a 0,15 U mL-1, tendo o fungo 
Aspergillus oryzae apresentado atividade de 0,14 U mL-1. 
Sarquis et al. (2004) testaram a produção de L-asparaginase por fungos 
filamentosos Aspergillus terreus e Aspergillus tamarii em fermentação submersa. Os 
fungos foram cultivados em placas contendo ágar Czapek composto por 2,0 g L-1 de 
glicose; 10,0 g L-1 de L-asparagina, 1,52 g L-1 de K2PO4, 0,52 g L-1 de KCl, 0,52 g L-1 
de MgSO4.7H2O, 18,0 g L-1 de ágar e quantidades traço de CuNO3.3H2O, ZnSO4.7H2O 
e FeSO4.7H2O, ajustado para pH 6,2 a 26 °C durante 7 dias. A partir destas culturas, 
foram preparadas suspensões de esporos com concentrações de 107 a 108 esporos 
mL-1. Essas suspensões foram transferidas para frascos Erlenmeyer com 200 mL de 
meio Czapek-Dox modificado composto por 2,0 g L-1 de glicose, 1,52 g L-1 de K2PO4, 
0,52 g L-1 de KCl, 0,52 g L-1 de MgSO4.7H2O e quantidades traço de CuNO3.3H2O, 
ZnSO4.7H2O e FeSO4.7H2O, ajustado para pH 6,2, utilizando diferentes fontes de 
nitrogênio em diferentes concentrações tais como 1% de L-asparagina, 0,2% ou 2% 
de prolina, 0,2% de ureia e 0,1%, 0,2% ou 1% de glutamina a 160 rpm, 30 °C durante 
96 h. O fungo Aspergillus terreus apresentou os maiores valores de atividade de L-
asparaginase (58 U L-1), quando cultivado em meio contendo 2% de prolina. Ambos 
os fungos apresentaram valores menores de atividade de L-asparaginase quando 
cultivados em meio contendo glutamina e ureia como fontes de nitrogênio. 
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O efeito de diferentes componentes do meio de fermentação para a 
produção de L-asparaginase por Aspergillus terreus foi estudado por Baskar e 
Renganathan (2011a) de modo univariado. O valor máximo de atividade de L-
asparaginase encontrado foi de 24 U mL-1 empregando-se o meio Czapek-Dox 
modificado contendo 50 mL de solução A (10,0 g de L-asparagina, 40,0 g de NaNO3, 
10,0 g de KCl, 0,52 g de MgSO4.7H20 e 0,2 g de FeSO4.7H2O dissolvidos em 1 L de 
água destilada), 50 mL de solução B (20,0 g de K2HPO4 dissolvido em 1 L de água 
destilada), 1 mL de solução C (1 g de ZnSO4.7H2O dissolvido em 100 mL de água 
destilada),1 mL de solução D (0,5 g de CuSO4.H2O dissolvido em 100 mL de água 
destilada), 0,4% de glicose em meio 1% de L-asparagina, 1% de extrato de levedura 
e 0,6% de peptona. 
Baskar e Renganathan (2011b) também descreveram a produção de 
asparaginase pelo mesmo micro-organismo, em frascos Erlenmeyers de 250 mL 
contendo 0,399 g de torta de amendoim; 0,104 g de NaNO3; 0,184 g de L-asparagina; 
0,064 g de glicose; 0,00152 g de K2HPO4; 0,0052 g de MgSO4; 0,0052 g de KCl; 
0,0001 g de ZnSO4.7H2O; 0,0001g de FeSO4.7H2O e 0,0001g de CuSO4.H20 por litro, 
ajustado para pH 5,8. Os frascos foram inoculados com suspensão de esporos de 2 
× 107 a 2 × 108 esporos/mL (1% do volume) e incubados a 32 °C por 55 h a 123 rpm. 
Nas condições otimizadas, a atividade de L-asparaginase foi de 38 U mL-1. 
Embora exista uma extensa literatura sobre a estrutura molecular, catálise 
e características genéticas envolvidas na regulação de L-asparaginase, há poucos 
trabalhos referentes aos parâmetros de processo necessários para a melhoria de sua 
produção tanto para uso clínico, como para a adição em alimentos (Baskar e 
Renganathan, 2011a; Baskar e Renganathan, 2011b; Geckil e Gencer, 2004). 
Segundo Drainas et al. (1977), os efeitos na síntese de L-asparaginase decorrentes 
do meio de cultura empregado, do pH e da taxa de transferência de oxigênio variam 
conforme o micro-organismo estudado.  
3.2.3 Otimização da produção de L-asparaginase 
A produção de L-asparaginase é substancialmente influenciada pela 
composição dos meios de fermentação e por fatores físicos, tais como a temperatura, 
o pH, a concentração de inóculo, a velocidade de agitação e o tempo de fermentação 
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(Baskar e Renganathan, 2011b; Hymavathi, et al., 2009; Wei et al., 1998). Embora 
muitos pesquisadores tenham relatado a otimização de fontes de carbono e nitrogênio 
para a produção de L-asparaginase, há pouca informação disponível sobre a 
influência das condições de cultivo e do efeito de parâmetros físicos (como a umidade 
do meio de cultura para fermentação em estado sólido, a temperatura e o tempo de 
fermentação, entre outros) sobre a produção desta enzima (Kumar et al., 2010). Além 
disso, não foi estabelecido um meio específico para a produção ótima de L-
asparaginase a partir de diferentes micro-organismos (Kenari et al., 2011). Cada 
organismo tem suas próprias condições para a produção máxima da enzima e requer 
um estudo específico.  
A técnica mais comumente empregada tem sido o tradicional estudo 
univariado dos fatores, porém está técnica não é apenas dispendiosa, mas também 
não considera as interações entre os fatores, podendo levar a erros de interpretação. 
Assim, otimizações multivariadas com o auxílio de delineamentos experimentais 
podem ser mais interessantes para o estudo da interação dos fatores. Ferramentas 
estatísticas de otimização multivariada têm sido exploradas para maximizar a 
produção enzimática (Khuri e Mukhopadhyay, 2010). Essas abordagens são 
conhecidas por consumir menos tempo e permitir avaliar vários parâmetros 
simultaneamente, bem como suas interações, com um menor número de 
experimentos quando comparada as tradicionais abordagens que estudam um fator 
por vez (Baskar e Renganathan, 2010; Chakravarti e Sahai, 2002).  
Prakasham et al. (2007) utilizaram um planejamento fatorial fracionário 
(metodologia Taguchi) para verificar a influência dos fatores (fontes de carbono e 
nitrogênio, temperatura de incubação, pH do meio de fermentação, taxa de aeração e 
agitação, e concentração de inóculo) na produção de L-asparaginase por 
Staphylococcus sp. 6A. Os fatores que mais contribuíram para atividade de L-
asparaginase foram a temperatura de incubação e a concentração de inóculo e a 
atividade enzimática foi aumentada em nove vezes quando comparada com as 
condições iniciais não otimizadas de produção. 
A aplicação de delineamento experimental Plackett-Burman para 
selecionar as variáveis mais relevantes na produção de L-asparaginase a partir de 
Pectobacterium carotovorum MTCC 1428 em fermentação submersa foi descrita por 
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Sanjeeviroyar et al. (2010). Os parâmetros mais significativos (concentrações de 
extrato de levedura, galactose, glutamato monossódico, MgSO4.7H2O e CaCl2.2H2O) 
foram otimizados utilizando metodologia de superfície de resposta com delineamento 
composto central. A atividade máxima de L-asparaginase extracelular foi de 0,83 U 
mL−1. A produção por fermentação submersa de L-asparaginase de Aspergillus 
terreus MTCC 178 foi estudada utilizando um delineamento composto central 
rotacional de três níveis e metodologia de superfície de resposta (Baskar e 
Renganathan, 2012). O valor máximo de atividade encontrado foi 40,86 U mL-1 em 
meio contendo 1,7% de prolina, 1,99% de nitrato de sódio, 1,38% de L-asparagina 
0,65% de glicose. 
O delineamento experimental Plackett-Burman foi aplicado para maximizar 
a produção de uma L-asparaginase de Pectobacterium carotovorum MTCC 1428 
(Kumar et al., 2010). O máximo valor de atividade de L-asparaginase observado foi 
de 14,56 U mL-1 em meio contendo 4 g L-1 de L-asparagina e 2 g L-1 de glicose. O 
extrato de levedura, a L-asparagina e a peptona mostraram efeito significativo na 
atividade de L-asparaginase de P.carotovorum MTCC 1428 (Kumar et al., 2010). 
A produção de L-asparaginase de Escherichia coli ATCC 11303 foi relatada 
usando metodologia de superfície de resposta (Kenari et al., 2011). A máxima 
atividade de L-asparaginase 1,03 U mL-1 foi obtida em meio contendo 1,08% de 
lactose, 1,79% de triptona, 1,6%, de extrato de levedura, 2% de KH2PO4 e 0,19% de 
L-asparagina.  
3.3. Purificação e caracterização das L-asparaginases microbianas 
A L-asparaginase pode ser usada como um medicamento injetável para o 
tratamento de tumores. A aplicação desta enzima na área médica requer um elevado 
grau de pureza. A maioria das L-asparaginases microbianas atualmente empregadas 
na indústria farmacêutica são intracelulares, o que adiciona uma etapa de extração 
aos procedimentos de recuperação. A maioria dos procedimentos de purificação são 
compostos por métodos convencionais, tais como fracionamento com sulfato de 
amônio combinado com cromatografia de troca iônica, ou com filtração em gel (Zuo et 
al., 2015). 
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Balasubramanian et al. (2012) realizaram a purificação da enzima L-
asparaginase de Aspergillus terreus utilizando fracionamento com sulfato de amônio 
e cromatografia em coluna DEAE-celulose e estimaram a massa molecular da enzima 
em 94 kDa.  
A L-asparaginase de Aspergillus terreus também foi purificada por 
cromatografia em coluna de DEAE-Sepharose, seguida por Sephacryl S-200 e nova 
aplicação em Sephacryl S-200 , os autores relataram que a massa molecular foi 
estimada em 136 kDa (Huang et al., 2014) 
Kumar e Manonmani (2013) relataram a purificação de L-asparaginase de 
Cladosporium sp. por precipitação com metanol, cromatografia de troca iônica (DEAE-
celulose) e cromatografia de exclusão molecular (Sepharose 6B) sendo que a massa 
molecular foi estimada em 121 kDa. 
A L-asparaginase de Mucor hiemalis foi purificada utilizando precipitação 
com acetona seguida de cromatografia de afinidade utilizando coluna de afinidade 
lecitina-agarose e a massa molecular foi estimada em 96 kDa (Thakur et al., 2014) 
As L-asparaginases obtidas de diferentes micro-organismos apresentam 
propriedades bioquímicas muito variadas. O conhecimento sobre a cinética e 
estabilidade de uma enzima é um fator importante para bioprocessos e é essencial 
para melhorar a aplicação da L-asparaginase na indústria farmacêutica e de 
alimentos. Existe uma necessidade crescente para determinar as propriedades de 
novas L-asparaginases para as aplicações já existentes. Além disso, em geral, as L-
asparaginases exibem baixa termoestabilidade restringindo o seu uso industrial, 
especialmente para aplicações em alimentos. A utilização de L-asparaginase em cada 
substrato diferente exige características específicas. De modo geral, a temperatura 
ótima de atividade para a L-asparaginase é entre 30 e 40 °C (Zuo et al., 2015). 
Balasubramanian et al. (2012) relataram que a temperatura ótima e o pH ótimo de 
atividade para a L-asparaginase de Aspergillus terreus foi de 25 °C e 6,0, 
respectivamente. Já Huang et al. (2014) relataram que a atividade ótima de L-
asparaginase de Rhizomucor miehei ocorria a 40 °C e pH 9,0. A L-asparaginase de 
Mucor hiemalis apresentou condições ótimas de atividade a 37 °C e pH 7 (Thakur et 
al., 2014). Em geral, as L-asparaginases apresentam atividade em uma ampla faixa 
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de pH, com atividade ótima em meio alcalino, enquanto apenas algumas linhagens 
apresentam atividade enzimática máxima abaixo de pH 7,0 (Zuo et al., 2015).  
3.4. Aplicações da L-asparaginase 
3.4.1. Aplicações na indústria farmacêutica 
A L-asparaginase é um importante agente quimioterapêutico usado para o 
tratamento de uma variedade de desordens do sistema linfático, tais como linfomas e 
leucemia linfoblástica aguda (Capizzi et al., 1970; Keating et al., 1993). A enzima 
também tem sido aplicada no tratamento de outras doenças, como a doença de 
Hodgkin, leucemia mielocítica aguda, leucemia mielo-monocítica aguda, leucemia 
linfoblástica crônica, linfossarcoma, reticulossarcoma e melanossarcoma (Duval et al., 
2002).  
Na célula animal normal, a asparagina não é um aminoácido essencial para 
a manutenção da viabilidade celular, assim, a célula supre a falta deste aminoácido 
através da ação da asparagina sintetase. A asparagina sintetase é uma enzima 
intracelular, responsável pela síntese de novo da asparagina (Wriston e Yellin, 1973; 
Keating et al., 1993). As células neoplásicas não são capazes de induzir a síntese da 
asparagina sintetase e, portanto, são dependentes do nível extracelular de asparagina 
para realizar sua síntese proteica (Zuo et al., 2015). Como a asparagina é retirada do 
meio plasmático por ação da L-asparaginase, as células neoplásicas, incapazes de 
realizar a síntese de novo de asparagina, entram em colapso metabólico e seu 
crescimento é interrompido (Figura 2). Desta forma, a L-asparaginase é utilizada como 
agente antitumoral injetando-se por via endovenosa a enzima livre para a diminuição 
da concentração de L-asparagina, afetando seletivamente as células neoplásicas 
dependentes deste aminoácido (Shrivastava et al., 2015). 
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Figura 2. Diagrama da inibição do crescimento das células tumorais pela ação 
da L-asparaginase (Adaptado de Zuo et al., 2015). 
 
Nos Estados Unidos, há três formulações de L-asparaginase amplamente 
utilizadas contra leucemia linfoblástica aguda, a L-asparaginase nativa de E. coli 
(Elspar®), a sua forma peguilada (Oncaspar®) e a L-asparaginase de Erwinia 
chrysanthemi (Erwinase®) (Zuo et al., 2015). A capacidade de reduzir 
substancialmente o nível plasmático de L-asparagina e de mantê-lo baixo por período 
de tempo prolongado é a característica principal responsável pela atividade 
antineoplásica da L-asparaginase. Apesar do avanço significativo no desenvolvimento 
nas formulações de L-asparaginase, as mesmas não estão livres de efeitos adversos. 
Existem alguns fatores limitantes para o uso da L-asparaginase como quimioterápico, 
tais como a baixa atividade catalítica que exige a utilização de concentrações 
elevadas em cada aplicação (Capizzi, 1993), e os efeitos tóxicos, como hiperglicemia, 
queda na albumina sérica, nas lipoproteínas e fibrinogênio, aumento de gordura no 
fígado e algumas disfunções cerebrais leves (Ohmuma et al., 1970). O fator limitante 
mais importante é o desenvolvimento de hipersensibilidade ao tratamento que ocorre 
em até 50% dos pacientes tratados (Shrivastava et al., 2015). A hipersensibilidade 
está associada com a produção de anticorpos, podendo reduzir a atividade da L-
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asparaginase, causando o aumento do aminoácido asparagina e possível 
desenvolvimento de resistência ao medicamento (Asselin et al., 1993; Oettgen et al., 
1967). A L-asparaginase também contribui para a atividade da L-glutaminase, 
reduzindo rapidamente as concentrações de L-glutamina circulante no plasma dos 
pacientes, uma vez que esta é convertida em ácido L-glutâmico e amônia 
(Ollenschläger et al., 1988). Algumas pesquisas sugerem que a toxicidade da L-
asparaginase é parcialmente atribuível à atividade da L-glutaminase dessas proteínas. 
Neurotoxicidade e hepatoxicidade têm sido relatadas na depleção de glutamina celular 
e no acúmulo de ácido glutâmico (Howard e Carpenter, 1972; Ollenschläger et 
al.,1988). Isto é particularmente importante, uma vez que a atividade da L-glutaminase 
nas preparações terapêuticas das L-asparaginases tem sido implicada na causa dos 
efeitos colaterais (Hawkins et al., 2004). 
3.4.2. Aplicações da L-asparaginase na indústria de alimentos 
3.4.2.1. Formação da acrilamida em alimentos 
Em abril de 2002, pesquisadores suecos despertaram a atenção mundial 
ao apresentarem resultados indicando a presença de acrilamida em alimentos ricos 
em carboidratos, quando estes eram assados, fritos ou torrados (Tareke et al., 2002). 
Os pesquisadores atribuiram este fato às altas temperaturas alcançadas na reação de 
Maillard, reação de escurecimento não enzimático necessária para obter a cor e o 
aroma desejáveis nas operações de cozimento. Destes alimentos, destacaram-se os 
cereais, as batatas e o café como possivelmente os mais contaminados por 
acrilamida, correspondendo às maiores fontes de ingestão (Arisseto e Toledo, 2008; 
Tareke et al., 2002).  
Um dos maiores desafios para a redução dos teores de acrilamida em 
batatas fritas é não comprometer as propriedades sensoriais do produto final 
(Pedreschi et al., 2011). Uma alternativa é a utilização de L-asparaginase que pode 
ser aplicada para redução da formação de acrilamida em produtos de batata e cereais 
processados a alta temperatura. A L-asparaginase remove o grupo amina da L-
asparagina liberando ácido aspártico, prevenindo a formação de acrilamida. Além 
disso, o uso de L-asparaginase não altera as propriedades nutricionais e sensoriais 
dos produtos (Hendriksen et al., 2009). A Confederação das Indústrias de Alimentos 
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e Bebidas da União Europeia (CIAA) incluiu a aplicação da L-asparaginase como um 
método para diminuição da formação de acrilamida na sua publicação conhecida 
como “Acrylamide Tollbox” (CIAA, 2009; Claus et al., 2008). 
A acrilamida é formada pela reação de Maillard em alimentos submetidos 
a processamento térmico com temperaturas superiores a 120 °C (Mottram et al., 
2002). O teor da substância tende a aumentar com a intensidade e o tempo de 
aquecimento. Na maior parte dos alimentos, em particular nas batatas e nos cereais 
processados a altas temperaturas, está estabelecido que a principal via de formação 
da acrilamida consiste na reação de Maillard, tendo como ponto de partida a reação 
do aminoácido asparagina com açúcares redutores e/ou outras substâncias com 
função carbonílica. Esta via de formação é consistente com o fato dos produtos mais 
afetados apresentarem, simultaneamente, elevados teores de asparagina livre e de 
açúcares redutores (Taeymans et al., 2004). 
A reação de Maillard corresponde a um conjunto de reações que ocorrem 
em várias etapas, tendo seu início na reação entre os grupos amínicos livres de 
aminoácidos, peptídeos ou proteínas e os grupos hidroxil-glucosídicos dos açúcares 
redutores na presença de calor (Stadler et al., 2002). As primeiras etapas da reação 
envolvem a condensação de um composto com grupo amínico com um açúcar 
redutor, o que dá origem a uma glicosilamina. Estes compostos formam um número 
limitado de derivados (bases de Schiff, aldosilaminas e compostos de Amadori) que 
no seu conjunto são habitualmente designados por pré-melanoidinas (Mottram et al., 
2002). A base de Schiff intermediária também pode hidrolisar e formar 3-
aminopropionamida, um precursor de acrilamida (Granvogl et al., 2004), ou sofrer um 
processo de eliminação para formar diretamente acrilamida. As etapas seguintes, que 
se traduzem pela degradação dos compostos de Amadori, conduzem à formação de 
compostos variados, muitos dos quais correspondem a moléculas insaturadas que 
podem polimerizar-se (Zuo et al., 2015). Uma hipótese para formação de acrilamida 
pode ser resumidamente descrita através do seguinte esquema (Figura 3): 
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Figura 3. Mecanismo proposto para a formação de acrilamida através da reação 
de Maillard (Adaptado de Mottram et al., 2002; Stadler et al.,2002 e Zuo et al., 
2015). 
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3.4.2.2 Aspectos toxicológicos da acrilamida 
A acrilamida é considerada um "provável carcinógeno humano" pela Agência 
Internacional de Investigação do Câncer (IARC, 1994) e pode ser tóxica ao sistema 
nervoso e reprodutivo de homens e animais em determinadas doses (IARC, 1994). 
Estudos em modelos com roedores mostraram que a exposição à acrilamida 
representa um risco para vários tipos de câncer tais como câncer de pulmão, 
adenomas e carcinomas dos brônquios (Besaratinia e Pfeifer, 2007). No entanto, as 
evidências em estudos envolvendo humanos ainda estão incompletas. Numerosos 
estudos realizados com várias espécies animais têm mostrado que o sistema nervoso 
é o principal local das ações tóxicas de acrilamida (FAO/WHO, 2006). In vivo, a 
acrilamida é metabolizada através da oxigenação da ligação dupla para o epóxido 
glicidamida, que também possui reatividade eletrofílica (Bergmark et al.,1997). Após 
a ingestão, a acrilamida é absorvida a partir do trato-gastrointestinal e distribuída a 
todos os órgãos e extensamente metabolizada. A glicidamida é um dos principais 
metabólitos resultantes desse processo e a causa mais provável das mutações de 
genes e tumores observados em estudos com animais (EFSA, 2015). Tanto a 
acrilamida quanto a glicidamina reagem com sítios nucleófilos tais como grupos 
sulfidrilo e amino formando adutos (Calleman et al., 1990). Assim, por exemplo, os 
adutos podem ser formados a partir da reação entre a acrilamida ou a glicidamida e o 
grupo N-terminal da molécula de hemoglobina (Friedman, 2003) (Figura 4).  
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Figura 4. Transformação de acrilamida em glicidamida e formação de adutos 
com o grupo N-terminal valina da hemoglobina (Adaptado de Friedman, 2003). 
 
Considerando os estudos com roedores, o Comitê de Especialistas da 
FAO/OMS em Aditivos Alimentares (JECFA) estabeleceu o nível sem efeito observado 
(NOEL) para acrilamida como sendo: 0,2 mg kg-1 peso corporal (pc) dia-1  para indução 
de alterações morfológicas em nervos, 2 mg kg-1 pc dia-1  para efeitos reprodutivos e 
no desenvolvimento e 10 mg kg-1  pc dia-1  para neurotoxicidade durante 
desenvolvimento (FAO/WHO, 2006). Os grupos de alimentos mais importantes que 
contribuem para a exposição da população à acrilamida são produtos fritos a base de 
batata, além de café, biscoitos, bolachas, e pães, especialmente quando torrados 
(EFSA, 2015). No Brasil, pesquisadores relataram que a maior fonte de acrilamida é 
a batata frita (57%), seguida pelo café moído (14%), farinha de mandioca (8%), 
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biscoito salgado (7%), pão francês (4%), sendo que todos os demais alimentos 
somaram 10% da ingestão estimada de acrilamida no Brasil (Ariseto e Toledo, 2008), 
evidenciando a relevância da redução de acrilamida em batatas fritas. 
3.4.2.3. Determinação de acrilamida em alimentos 
O monitoramento da acrilamida e a redução de sua formação são questões 
de grande relevância. Os métodos analíticos mais comumente empregados para a 
determinação de acrilamida são baseados em cromatografia a gás acoplada a 
espectrometria de massas (GC-MS e GC-MS/MS) e em cromatografia em fase líquida 
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) (FAO/WHO 2011). 
A cromatografia a gás acoplada ao espectrômetro de massas com a etapa 
de derivatização tem sido utilizada por diversos autores (Becalski et al., 2004; Rosén 
e Hellenäs, 2002; Tareke et al., 2002). O procedimento é geralmente realizado através 
da adição de uma solução contendo brometo de potássio, brometo de hidrogênio e 
bromo na amostra. A acrilamida brominada é menos polar comparativamente ao 
composto original sendo, portanto, mais solúvel em solventes orgânicos apolares 
(Becalski et al., 2004).  
Como muitas matrizes alimentares diferentes estão envolvidas, o preparo 
de amostra tende a variar, embora a detecção e quantificação de acrilamida seja 
muitas vezes realizada utilizando detecção por espectrometria de massa (Wilson et 
al., 2006). As amostras são cuidadosamente homogeneizadas e extraídas com água, 
contudo outros solventes foram testados e implementados. Em algumas análises, as 
amostras são desengorduradas antes da extração (Wenzl et al., 2003). A limpeza da 
amostra (etapa de clean up) ocorre através da combinação de diferentes extrações 
em fase sólida (SPE), sendo em seguida submetida a separação cromatográfica. A 
derivação de acrilamida (bromação ou brominação) pode aumentar a sensibilidade e 
a seletividade no uso da cromatografia gasosa (Tareke et al., 2002). A 
reprodutibilidade dos métodos aplicados deve ser sempre avaliada por testes de 
validação analítica (Taeymans et al., 2004). 
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3.4.2.4. Aplicação da enzima L-asparaginase na redução da 
acrilamida 
A acrilamida é um produto químico o qual foi demonstrado estar presente 
em uma grande variedade de alimentos, como resultado das práticas de aquecimento 
a elevadas temperaturas, algumas das quais têm sido usadas por muitos anos e até 
séculos. Portanto, encontrar formas de reduzir os níveis de acrilamida em alimentos 
não é uma tarefa tão simples (EFSA, 2015). Uma das maneiras mais eficazes de 
reduzir a formação de acrilamida em alimentos é o uso de enzima L-asparaginase. A 
Confederação das Indústrias de Alimentos e Bebidas (CIAA) da União Europeia (EU) 
incluiu a aplicação da L-asparaginase como um método para diminuição da formação 
de acrilamida em alimentos (Claus et al., 2008). Tanto a Preventase® da DMS quanto 
a Acrylaway® da Novozymes convertem a L-asparagina em ácido aspártico. A 
conversão previne a reação da L-asparagina com açúcares redutores, através da 
reação de Maillard, e desta forma evita a formação de acrilamida, resultando em 
redução de até 90% de acrilamida no produto final (Figura 5). Uma vez que diferentes 
quantidades de L-asparaginase podem ser utilizadas em diferentes tipos de alimentos, 
não há um padrão unificado da quantidade máxima desta enzima. No entanto, como 
a enzima será completamente inativada no processo de aquecimento subsequente, 
sua utilização em alimentos é considerada segura mesmo em concentrações mais 
elevadas (EFSA, 2015). 
As preparações de L-asparaginase Preventase® (DSM) e Acrylaway® 
(Novozymes) são obtidas de linhagens recombinantes de Aspergillus niger e 
Aspergillus oryzae, respectivamente (Claus et al., 2008; Novozymes, 2007). No Brasil, 
apenas a L-asparaginase de Aspergillus oryzae expressa em Aspergillus oryzae é 
permitida pela ANVISA para o uso em alimentos (ANVISA, 2009), contudo, os custos 
para a sua aplicação ainda são elevados.  
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Figura 5. Diagrama esquemático da redução da formação de acrilamida durante 
o processamento de alimentos devido a ação da enzima L-asparaginase 
(Adaptado de Mottram et al., 2002 e Zuo et al., 2015). 
 
Segundo Hendriksen et al. (2009), a aplicação da L-asparaginase em 
biscoitos doces e salgados (3500 U g-1) promoveu uma redução de 34 a 82% da 
acrilamida, enquanto que a aplicação da enzima em batatas após o branqueamento 
reduziu a formação de acrilamida em 60 a 85% e em batatas chips a redução 
observada foi de até 60%.  
Kukurova et al. (2009) utilizaram uma massa semelhante às tradicionais 
rosquillas espanholas como um modelo para investigar os efeitos da aplicação da L-
asparaginase na redução dos níveis de acrilamida em produtos fritos. A massa a base 
de trigo foi frita a 180-200 °C por 4, 6 e 8 min. Duas receitas de massa foram 
formuladas contendo diferentes concentrações de L-asparaginase (100 e 500 U por 
kg de farinha). Nas duas concentrações de L-asparaginase utilizadas, 96 a 97% da L-
asparagina presente foi convertida em ácido aspártico e amônia, e consequentemente 
ocorreu uma diminuição de 90% nos níveis de acrilamida formada. O estudo também 
revelou que não ocorreram alterações significativas entre as amostras tratadas e não 
tratadas enzimaticamente em relação aos parâmetros da reação de Maillard (cor, 
L-asparagina 
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escurecimento e aroma) evidenciando o potencial industrial e doméstico da aplicação 
dessa enzima. 
Pedreschi et al. (2011) estudaram o efeito do branqueamento de fatias de 
batatas associado à imersão em L-asparaginase comercial antes da pré-fritura. Os 
resultados mostraram cerca de 90% de redução de acrilamida em comparação com a 
amostra que não foi branqueada e não teve adição de L-asparaginase. 
Vinci et al. (2011) estudaram a aplicação de L-asparaginase (Acrylaway®, 
Novozymes) em uma linha de produção de batatas fritas congeladas, na qual foi 
observado o esgotamento total de L-asparagina com a aplicação da enzima. O 
produto, após fritura, apresentou teor de acrilamida abaixo do limite de detecção e não 
apresentou alteração das propriedades sensoriais.  
Em 2012, Mahajana et al. conduziram um estudo com L-asparaginase 
produzida por Bacillus licheniformis (RAM-8). Os autores otimizaram as condições de 
produção alcançando uma atividade máxima de L-asparaginase de 32,26 U mL-1. A 
enzima inibiu a formação de poliacrilamida na solução de acrilamida e reduziu a 
formação de acrilamida em 80% quando aplicada em batatas fritas. 
Huang et al. (2014) descreveram a clonagem e expressão do gene isolado 
de Rhizomucor miehei em Escherichia coli. O homodímero de L-asparaginase 
purificada encontrada pelos autores possuia massa molecular de 133,7 kDa e uma 
elevada atividade específica de 1985 U mg-1, além de uma baixa atividade de 
glutaminase. Com esta enzima os autores conseguiram reduzir em 80% e 94% os 
teores finais de acrilamida em bolachas e pães, respectivamente.  
Kumar et al. (2014) estudaram a aplicação de diferentes concentrações de 
L-asparaginase de Cladosporium sp. (50 - 300 U) em massas à base de trigo para a 
redução da formação de acrilamida. Os autores não constataram nenhuma alteração 
nas propriedades reológicas da farinha de trigo e nenhuma alteração físico-sensorial 
no pão, com o tratamento com L-asparaginase. Utilizando 300 U de atividade, houve 
97 % e 73 % de redução da formação de acrilamida na crosta e miolo do pão, 
respectivamente. Os autores ressaltaram o potencial dessa enzima para aplicação 
industrial na redução da acrilamida produzida na reação de Maillard. 
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A implementação de um tratamento com a enzima L-asparaginase para 
uma ampla gama de produtos alimentares não é uma tarefa simples, uma vez que a 
matriz alimentícia ou seus componentes podem influenciar na ação enzimática assim 
como a reatividade da enzima (EFSA, 2015). Além disso, a variedade de produtos 
alimentares nos quais ocorre a formação de acrilamida é muito grande, incluindo 
produtos à base de massa tais como biscoitos, pão torrado, cereais e aperitivos à base 
de batata, produtos derivados de cereais, batatas fritas, cereais matinais, azeitonas e 
café (Zuo et al., 2015). A taxa de hidrólise enzimática de L-asparagina é dependente 
de parâmetros físicos do processo, tais como a temperatura, o pH, a atividade de água 
e o tempo de reação, assim como das interações entre estes parâmetros. Além disso, 
o teor dos precursores, L-asparagina livre e açúcares redutores, varia grandemente 
nos produtos alimentares, e estas concentrações influenciam diretamente na 
formação de acrilamida, além disso o fator limitante da reação de formação de 
acrilamida difere de produto para produto (Tareke et al., 2002).  
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4. Material e Métodos 
4.1. Material e reagentes  
A acrilamida 13C3 (99%), acrilamida (99,9%), azocaseína, trimetilamina, 
acetato de etila (qualidade para HPLC), L-asparagina, ninidrina foram obtidos da 
Sigma-Aldrich® (Missouri, EUA). O bromo (99,5%), ácido bromídrico (48%), brometo 
de potássio (99%), tiossulfato de sódio (99,5%), sulfato de sódio anidro (99%), 
metanol e o reagente de Nessler foram obtidos da Merck® (Darmstadt, Alemanha). 
Água deionizada foi obtida a partir de um sistema de purificação Milli-Q®. Todos os 
outros solventes e produtos químicos utilizados neste trabalho foram de grau analítico. 
A enzima comercial L-asparaginase de Escherichia coli foi adquirida da Megazyme® e 
a enzima comercial de Aspergilllus oryzae recombinante foi adquirida da Novozymes®. 
As placas de alumínio (20 × 20 cm) contendo sílica gel 60 para 
cromatografia em camada delgada foram obtidas da Merck® (Darmstadt, Alemanha). 
O conjunto de sete colunas de troca iônica, sendo três catiônicas (SP Sepharose Fast 
Flow, SP Sepharose XL, CM Sepharose Fast Flow) e quatro aniônicas (Q Sepharose 
Fast Flow, Q Sepharose XL, DEAE Sepharose Fast Flow, ANX Sepharose) foi obtido 
da GE Healthcare® (Uppsala, Suécia). O gel de poliacrilamida 10% Mini Protean® 
TGXTM gel pré-moldado foi adquirido da Biorad® (Califórnia, EUA). Os marcadores 
de massa molecular variando de 53 a 220 kDa foram adquiridos da GE Healthcare® 
(Uppsala, Suécia). Os cartuchos de extração em fase sólida Supelclean Envi-Carb® 
tubo SPE DAF30 foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). A coluna capilar 
de baixa polaridade com fase estacionária composta por difenil dimetil polisiloxano 
RTX-5MS (30 m x 250 mm x 0,25 µm) usada na determinação de acrilamida foi 
adquirida da Restek® (Bellefonte, PA, EUA). O kit para a determinação de L-
asparagina foi adquirido da Megazyme® (Wicklow, Irlanda).  
4.2. Micro-organismos  
Foram testadas oito linhagens de Aspergillus (Anexos 1 e 2), sendo seis 
linhagens obtidas da Coleção de Cultura da Fundação André Tosello (Aspergillus 
oryzae CCT 3279, A. oryzae CCT 3940, A. oryzae CCT 5321, Aspergillus niger CCT 
4846, A. niger CCT 3941 e A. niger CCT 4157) e as linhagens de Aspergillus oryzae 
LBA 01 e Aspergillus niger LBA 02 da coleção de culturas do Laboratório de 
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Bioquímica de Alimentos, Departamento de Ciência de Alimentos da Faculdade de 
Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de Campinas. As linhagens foram 
cultivadas em tubos inclinados contendo meio Agar Batata Dextrose (PDA) e 
armazenadas a 4 °C, com repicagem a cada 3 meses. 
4.3. Seleção de fungos produtores de L-asparaginase 
4.3.1. Teste qualitativo para a detecção da produção de L-
asparaginase em placas de Petri 
Para a seleção dos fungos produtores de L-asparaginase foi utilizado o 
método proposto por Gulati et al. (1997) (Anexo 3). Os micro-organismos foram 
repicados em placas de Petri contendo o meio Czapeck Dox (2,0 g L-1 de glicose, 10,0 
g L-1 de L-asparagina, 1,52 g L-1 de K2PO4, 0,52 g L-1 de MgSO4.7H2O, 0,52 g L-1 de 
KCl, 0,001 g L-1 de CuNO3.3H2O, 0,001 g L-1 de ZnSO4.7H2O, 0,001 g L-1 de 
FeSO4.7H2O, 20 g L-1 de ágar-ágar e 270 μL de vermelho de fenol por litro de água 
destilada). O controle consistiu na repicagem dos mesmos micro-organismos em 
placas de Petri contendo o meio Czapeck Dox sem o aminoácido L-asparagina. Os 
resultados foram expressos em índice de atividade enzimática que é determinado pela 
razão entre o diâmetro do halo de coloração rosada e o diâmetro do halo de 
crescimento da colônia. O experimento foi realizado em triplicata. 
4.3.2. Triagem de fungos produtores de L-asparaginase pela detecção 
de ácido aspártico a partir de L-asparagina por meio de cromatografia 
em camada delgada 
4.3.2.1. Fermentação das linhagens de fungos em frascos agitados 
e produção de L-asparaginase 
As linhagens de fungos foram testadas quanto à sua capacidade de 
produção de L-asparaginase por fermentação submersa. Para cultivo e obtenção de 
esporos, os micro-organismos foram repicados em tubos inclinados contendo Agar 
Batata Dextrose (PDA) adicionado de 1% (m/v) do aminoácido L-asparagina.  
A suspensão de esporos dos fungos foi preparada adicionando-se 5 mL de 
solução 0,3% (v/v) de Tween 80, previamente esterilizada, às culturas de fungos após 
54 
 
estas serem incubadas por seis dias a 30 °C. A concentração de esporos da 
suspensão foi medida em câmara de Neubauer e esta foi assepticamente transferida 
para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio Czapeck Dox modificado 
composto por: 2,0 g de glicose, 10,0 g de asparagina, 1,52 g de KH2PO4; 0,52 g de 
KCl; 0,52g de MgSO4.7H2O; 0,01 g de CuNO3.3H2O, 0,01g de ZnSO4.7H2O e 0,01 g 
de FeSO4.7H2O por litro de água destilada e pH inicial ajustado para 6,2 com solução 
de 1M NaOH (Gulati et al., 1997). Os frascos foram incubados em agitador a 30 °C e 
150 rpm por 72 h. As culturas de fungos foram filtradas em papel de filtro e o filtrado 
foi denominado extrato enzimático bruto.  
4.3.2.2. Cromatografia em camada delgada  
A triagem de fungos produtores de L-asparaginase por meio de detecção 
de ácido aspártico a partir do substrato L-asparagina por CCD foi testada conforme 
proposto por Hendriksen et al. (2009). O extrato enzimático bruto de L-asparaginase 
foi obtido como descrito no item 4.3.2.1. Alíquotas de 0,2 mL do extrato enzimático 
bruto foram incubadas com 0,5 mL de solução 0,04 M de L-asparagina e 0,8 mL de 
tampão 0,1 M Tris-HCl, pH 8,0 em tubos eppendorf, por 30 min a 37 °C. Amostras 
controle foram preparadas utilizando água destilada no lugar do substrato L-
asparagina no meio reacional e igualmente incubadas por 30 min a 37 °C. Para fins 
de comparação, também foi preparado um meio reacional contendo 0,2 mL de L-
asparaginase comercial (Novozymes®) na concentração de 2 mg mL-1 ( 500 U mL-1), 
0,5 mL de solução 0,04 M de L-asparagina e 0,8 mL de tampão 0,1 M Tris-HCl, pH 
8,0 em tubos eppendorf, por 30 min a 37 °C. 
Após a reação enzimática, as amostras foram aplicadas em placas de CCD 
contendo sílica gel 60 (Merck®). O desenvolvimento da cromatografia foi realizado 
com uma solução de 70% de isopropanol com tempo de corrida de 30 minutos. Uma 
solução de 0,5% (m/v) de L-asparagina e uma solução de 0,25% (m/v) de ácido 
aspártico foram utilizadas como padrões para fins de comparação. Para revelação, 
aplicou-se solução 0,2% ninidrina em etanol (Sigma Aldrich®) e em seguida as folhas 
de CCD foram aquecidas a 100 °C por 15 minutos em estufa, para a revelação dos 
aminoácidos. Em seguida, mediu-se os fatores de retenção dos padrões e comparou-
se com o das amostras. 
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As linhagens que apresentaram atividade de L-asparaginase foram 
testadas quanto à produção da enzima como descrito a seguir. 
4.3.3. Cinética de produção de L-asparaginase das oito linhagens de 
Aspergillus sp. em frascos agitados. 
 A produção de L-asparaginase pelas linhagens de Aspergillus oryzae CCT 
3279, A. oryzae CCT 3940, A. oryzae CCT 5321, Aspergillus niger CCT 4846, A. niger 
CCT 3941 e A. niger CCT 4157, Aspergillus oryzae LBA 01 e Aspergillus niger LBA 
02 foi testada em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio de cultura 
em agitador incubador a 30 °C e 150 rpm, por 5 dias, como descrito no item 4.3.2.1. 
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. A atividade de L-asparaginase 
foi testada a cada 24 h, por 5 dias, nos extratos enzimáticos brutos, utilizando-se L-
asparagina como substrato conforme descrito no item 4.3.3.1. Após 120 h de 
fermentação, o pH final dos extratos brutos foi medido em pHmêtro e determinou-se 
a atividade de protease nos extratos enzimáticos brutos como descrito no item 4.3.3.2. 
4.3.3.1. Determinação da atividade de L-asparaginase 
A atividade de L-asparaginase foi determinada baseando-se no método 
descrito por Imada et al. (1973), com modificações. O meio reacional constituído por 
0,5 mL de solução 0,04 M de L-asparagina, 0,8 mL de tampão 50 mM Tris-HCl pH 8,0 
e 0,2 mL de extrato enzimático foi incubado a 37 °C durante 30 minutos. A reação foi 
interrompida com a adição de 0,5 mL de solução 1,5 M de ácido tricloroacético. Para 
fins de calibração do espectrofotômetro, preparou-se outro meio reacional com a 
adição de água destilada no lugar da enzima foi preparado. O meio reacional controle 
foi preparado com a adição do extrato enzimático bruto após a adição da solução 1,5 
M de tricloroacético. Para a quantificação da amônia liberada, uma alíquota de 125 μL 
da mistura de reação foi adicionada a 1 mL de água destilada e 125 μL de reagente 
de Nessler. Após 15 minutos ao abrigo de luz, a absorbância foi medida a 450 nm em 
um espectrofotômetro (DU® 640, Beckman Coulter TM). Uma curva analítica com 
sulfato de amônio foi usada para a quantificação da amônia liberada (20 - 450 µmol 
de amônia L-1).  
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A fim de assegurar a exatidão dos resultados da atividade de L-
asparaginase, três curvas de calibração foram construídas em triplicata, em três dias 
consecutivos, para verificação da linearidade, repetibilidade e limite de detecção 
(LOD) do método. Além disso, para cada ensaio de atividade da enzima, uma solução 
com uma concentração conhecida de sulfato de amônio foi testada. O limite estimado 
de detecção (LOD) foi calculado de acordo com a seguinte equação (Bratinova et al., 
2009):  
 =  × 3	
  
Na qual DPi é o desvio padrão estimado do intercepto (coeficiente linear) 
da curva de calibração e IC é a inclinação da curva de calibração. 
A atividade da enzima foi expressa em U mL-1. Uma unidade de atividade 
de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima que libera 1,0 µmol de amônia 
por minuto sob as condições de ensaio padrão. 
4.3.3.2. Determinação da atividade de protease  
A atividade de protease foi medida nos extratos enzimáticos das 8 culturas 
após 120 h de fermentação a 30 °C, obtidos como descrito no item 4.3.3. A atividade 
de protease foi determinada utilizando-se o substrato azocaseína utilizando o método 
descrito por Sarquis et al. (2004), com modificações. O meio reacional contendo 1,5 
mL de solução 0,5% (m/v) de azocaseína, pH 6,0 e 500 µL de extrato bruto enzimático 
foi incubado por 40 min a 40 °C. A reação foi interrompida com a adição de 0,5 mL de 
solução 10% de tricloroácetico (TCA). Os tubos foram centrifugados a 15 000 x g 
durante 15 min a 25 °C. Uma alíquota de 1,0 mL do sobrenatante foi neutralizada com 
a adição de 1 mL de uma solução 5 M de KOH. Uma unidade de atividade enzimática 
(U) foi definida como a quantidade de enzima necessária para aumentar em 0,01 a 
absorbância medida em 428 nm.  
4.3.4. Caracterização bioquímica das L-asparaginases dos extratos 
enzimáticos brutos 
Os extratos enzimáticos obtidos após 72h, conforme descrito no ítem 4.3.3. 
foram usados para os ensaios de caracterização da L-asparaginase bruta. A 
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caracterização bioquímica foi realizada sob as mesmas condições para todas as 
amostras de L-asparaginases de Aspergillus, bem como para a enzima comercial 
(Novozymes®). A fim de facilitar a comparação dos resultados obtidos, a concentração 
total de proteína foi determinada pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951) e fixada 
em (0,5 mg mL-1). Uma curva de calibração (0,02 - 20,0 mg mL-1) foi feita usando 
albumina de soro bovino como padrão. 
O efeito da temperatura na atividade de L-asparaginase foi avaliado para 
os extratos enzimáticos das oito linhagens estudadas (Aspergillus oryzae 3279, 
Aspergillus oryzae 3940, Aspergillus oryzae CCT 5321, Aspergillus oryzae LBA 01, 
Aspergillus niger 4846, Aspergillus niger CCT 3941, Aspergillus niger CCT 4157, 
Aspergillus niger LBA 02). Os demais parâmetros avaliados foram determinados 
apenas para a enzima comercial e para os extratos brutos de Aspergillus oryzae CCT 
3940, Aspergillus oryzae LBA 01 e Aspergillus niger LBA 02 que apresentaram maior 
produção de L-asparaginase durante a fermentação em frascos agitados e atividade 
ótima em temperaturas mais elevadas. 
4.3.4.1. Efeito da temperatura na atividade de L-asparaginases dos 
extratos brutos 
O efeito da temperatura na atividade de L-asparaginase foi avaliado na 
faixa de 10 °C a 70 °C, em pH 8,0, valor de referência na literatura para medida de 
atividade de L-asparaginase (Sarquis et al., 2004; Hendriksen et al., 2009; Baskar e 
Renganathan, 2011a), durante 30 minutos, utilizando o meio reacional descrito em 
4.3.3.1. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Para facilitar a comparação 
com a enzima comercial, o valor de atividade enzimática foi expresso em atividade 
relativa (%) utilizando a atividade máxima como 100%. 
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4.3.4.2. Efeito do pH na atividade de L-asparaginases dos extratos 
brutos de Aspergillus niger LBA 02, Aspergillus oryzae CCT 3940 e 
Aspergillus oryzae LBA 01 e L-asparaginase comercial 
O efeito do pH na atividade da L-asparaginase foi avaliado na faixa de pH 
3,0 a 10,0. O sistema reacional foi constituído por 0,5 mL de solução 0,04 M de L-
asparagina, 0,2 mL de extrato enzimático e 0,8 mL de tampão. Os sistemas 
tamponantes foram usados dentro dos seus limites de ação: tampão 50 mM citrato de 
sódio para a faixa de pH 3,0 a 6,0; tampão 50 mM fosfato para a faixa de pH de 6,5 a 
7,5, tampão 50 mM Tris-HCl para a faixa de pH 7,5 a 9,0 e tampão 50 mM Bórax-
NaOH para pH 10,0. A atividade da enzima foi medida após 30 min em banho 
termostatizado na temperatura ótima de cada enzima (40 °C, 40 °C, 50 °C, 50 °C 
respectivamente para os extratos enzimáticos de A. oryzae CCT 3940, A. oryzae LBA 
01, A. niger LBA 02 e enzima comercial). Os ensaios foram realizados em triplicatas. 
4.3.4.3. Efeito da temperatura na estabilidade da L-asparaginase 
dos extratos brutos de Aspergillus niger LBA 02, Aspergillus oryzae 
CCT 3940 e Aspergillus oryzae LBA 01 e L-asparaginase comercial 
Para o estudo da termoestabilidade da L-asparaginase bruta, amostras de 
0,2 mL de extrato enzimático e 0,8 mL de tampão no pH ótimo de atividade da L-
asparaginase de cada linhagem (pH 7,0; 8,0, 9,0 e 7,0 respectivamente para os 
extratos enzimáticos de Aspergillus oryzae CCT 3940, Aspergillus oryzae LBA 01, 
Aspergillus niger LBA 02 e para a enzima comercial) foram adicionados em tubos com 
tampa e pré-incubados em diferentes temperaturas de 10 °C a 70° C durante 60 
minutos, sendo imediatamente transferidos para banho de gelo após o período de 
incubação. Os resultados foram expressos em atividade residual medida na 
temperatura ótima de cada enzima e definida como: 
  % =   × 100 
Na qual, Af é a atividade da enzima após 1 hora de incubação, e A0 é a 
atividade da enzima no tempo zero. 
59 
 
4.3.4.4. Efeito do pH na estabilidade da L-asparaginase dos extratos 
brutos de Aspergillus niger LBA 02, Aspergillus oryzae CCT 3940 e 
Aspergillus oryzae LBA 01 e L-asparaginase comercial 
O efeito do pH na estabilidade da L-asparaginase foi avaliado incubando-
se 0,2 mL dos extratos enzimáticos de L-asparaginase obtidos das linhagens A. 
oryzae CCT 3940, A. oryzae LBA 01, A. niger LBA 02 e enzima comercial em 0,8 mL 
dos sistemas tampão mencionados no item 4.3.4.2 na faixa de pH 3,0 a 10,0, por 60 
min a 10 °C na ausência de substrato. A atividade enzimática foi determinada 
conforme descrito em 4.3.3.1. Foi considerada a atividade residual definida no item 
4.3.4.2 para comparação. Os ensaios foram realizados em triplicatas. 
4.3.4.5. Cinética de inativação térmica da L-asparaginase dos 
extratos brutos de Aspergillus niger LBA 02, Aspergillus oryzae 
CCT 3940 e Aspergillus oryzae LBA 01 e L-asparaginase comercial 
A cinética de inativação térmica das L-asparaginases foi descrita como 
modelo de primeira ordem (Batista et al., 2014) na faixa de 10 a 70 ºC conforme a 
seguinte equação  

 = 
 
 
Na qual, A0 é a atividade enzimática inicial, At é a atividade enzimática no 
tempo t, t é o tempo de tratamento dado em horas (h), e kd é a constante de inativação 
dada a uma determinada temperatura. 
O valor de meia vida (t1/2) para a inativação térmica da L-asparaginase foi 
calculado segundo a seguinte equação:  
t"/$ =  
ln0.5
−k+  
O valor D é o tempo (min) necessário para reduzir a atividade inicial em 
90%. Este valor está relacionado com os valores de kd e pode ser matematicamente 
expresso por: 
 = ln10,-  
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4.3.4.6. Efeito de diferentes sais e compostos na atividade da L-
asparaginase dos extratos brutos de Aspergillus niger LBA 02, 
Aspergillus oryzae CCT 3940 e Aspergillus oryzae LBA 01 e L-
asparaginase comercial 
Para o estudo do efeito de diferentes sais e compostos na atividade de L-
asparaginase, o sistema de reação foi constituído por 0,5 mL de solução 0,04 M de L-
asparagina, 0,5 mL de tampão no pH ótimo de atividade da L-asparaginase de cada 
linhagem, 0,2 mL de extrato enzimático bruto e 0,3 mL de solução contendo um dos 
seguintes sais: NaCl, KCl, CaCl2, ZnCl2, MgCl2, MnCl2, CuSO4, FeCl3 ou Li2SO4 nas 
concentrações necessárias para obtenção de 1, 5 e 10 mM de concentração final no 
meio reacional. O mesmo sistema de reação foi utilizado para avaliar o efeito dos 
diferentes compostos sobre a atividade de L-asparaginase, neste caso foram 
adicionados ao meio reacional acima descrito 0,3 mL de solução contendo um dos 
seguintes compostos: ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), L-cisteína, p-
cloromercúrio benzoato, iodoacetamina ou azida de sódio (N3Na) nas concentrações 
necessárias para obtenção de 1, 5 e 10 mM de concentração final no meio reacional. 
Após 60 minutos de incubação na temperatura ótima de atividade da L-asparaginase 
de cada linhagem a quantidade de amônia liberada foi determinada conforme descrito 
em 4.3.3.1. A atividade relativa foi determinada utilizando a atividade da enzima na 
ausência dos compostos testados como referência de 100%. Cada experimento foi 
realizado em triplicata. 
4.3.4.7. Determinação dos parâmetros cinéticos Km e Vmax da L-
asparaginase dos extratos brutos de Aspergillus niger LBA 02, 
Aspergillus oryzae CCT 3940 e Aspergillus oryzae LBA 01 e L-
asparaginase comercial 
A constante de Michaelis-Mentel (Km) e a velocidade máxima (Vmax) do 
extrato enzimático bruto de L-asparaginase das linhagens de Aspergillus oryzae CCT 
3940, Aspergillus oryzae LBA 01, Aspergillus niger LBA 02 e da enzima comercial 
foram determinadas nas condições de pH e temperatura ótima de cada enzima 
utilizando o substrato L-asparagina nas concentrações de 0 - 35 mM. Cada valor de 
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velocidade de reação foi definido como a média de pelo menos quatro medições, que 
foram normalizados em relação a um branco sem enzima.  
Os parâmetros cinéticos Km e Vmax também foram determinados utilizando 
o substrato L-glutamina (0 – 40 mM). Os valores das constantes de Michaelis-Menten 
foram determinados como os valores absolutos dos interceptos nos eixos x e y da 
curva de regressão linear (Lineweaver e Burk, 1934). O valor de Vmax pode ser 
deduzido a partir do recíproco da intercepção da reta na ordenada e os valores de Km 
do recíproco negativo da intercepção, usando a seguinte equação: 
1
. =
/0
.012 × [4] +
1
.012 
Na qual, V é a velocidade inicial de reação, [S] é a concentração inicial de 
substrato, Vmax é a velocidade máxima de formação de produto em excesso de 
substrato e Km é a constante de Michaelis-Menten ou concentração de substrato em 
que se obtêm metade da Vmax. 
4.4. Estudo da otimização da produção da L-asparaginase de Aspergillus 
oryzae CCT 3940  
Para o estudo da otimização da produção de L-asparaginase a estratégia 
adotada foi a seguinte: (i) Estudos univariados para investigar o efeito de diferentes 
fontes de carbono e nitrogênio na atividade de L-asparaginase; (ii) Planejamento 
fatorial fracionário com 9 variáveis (pH inicial, temperatura, velocidade de agitação, 
concentração de inóculo, concentração da fonte de carbono, concentração da fonte 
de nitrogênio, concentração de farelo de aveia e concentração de L-asparagina) para 
investigar os principais componentes do meio; (iii) Delineamento composto central 
rotacional (DCCR) para encontrar a concentração de inóculo e o pH inicial do meio 
que promovam máxima atividade de L-asparaginase. 
4.4.1. Seleção das fontes de carbono e nitrogênio de modo univariado 
para o cultivo do fungo e produção da L-asparaginase de Aspergillus 
oryzae CCT 3940  
Após a seleção do micro-organismo melhor produtor de L-asparaginase foi 
estudada a produção da enzima para escolha da melhor fonte de carbono mantendo-
se as demais variáveis do meio de cultivo, descrito no item 4.3.2.1, fixas. Foram 
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testadas cinco fontes de carbono: glicose, sacarose, frutose, lactose e extrato de malte 
na concentração fixa de 0,5%, de modo univariado. Após a escolha da melhor fonte 
de carbono, essa foi fixada e então foi estudada a fonte de nitrogênio. Foram testadas 
quatro fontes de nitrogênio: L-asparagina, L-prolina, L-metionina e L-tirosina na 
concentração fixa de 2,0%. Foi considerada a atividade relativa para comparação. Os 
ensaios foram realizados em triplicata. 
4.4.2. Seleção das variáveis de produção da L-asparaginase de 
Aspergillus oryzae CCT 3940: delineamento Plackett-Burman 
Após a seleção das fontes de carbono e de nitrogênio, foi avaliada a 
influência de nove variáveis na produção de L-asparaginase empregando-se um 
delineamento do tipo Plackett-Burman (PB) com 19 ensaios em dois níveis para cada 
variável estudada, com triplicata dos ensaios no ponto central. A atividade de L-
asparaginase foi medida em 72 h de fermentação de acordo com método descrito no 
item 4.3.3.1. Os valores codificados e reais das variáveis estão apresentados na 
Tabela 1. 
Tabela 1. Valores codificados, reais e domínio experimental para as variáveis 
avaliadas no delineamento do tipo Plackett-Burman para a produção de L-
asparaginase. 
Fatores  
Nível 
-1         0 1 
pH inicial do meio de cultura (x1) 6,0 7,0 8,0 
Temperatura (°C) (x2) 25 30 35 
Taxa de agitação (rpm) (x3) 100 150 200 
Concentração de inóculo (esporos mL-1) (x4) 1×105 5,05×106 1×107 
Concentração de glicose (%m/v) (x5) 0,5 1,5 2,5 
Concentração de farelo de aveia (%m/v) (x6) 0,0 0,25 0,5 
Concentração de L-prolina (%m/v) (x7) 2,0 3,0 4,0 
Concentração de L-asparagina (%m/v) (x8) 0,0 0,2 0,4 
Concentração de extrato de levedura (%m/v) (x9) 0,0 0,5 1,0 
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Os principais efeitos das variáveis foram determinados usando o pacote de 
software Statistica® 7.0 da Statsoft Inc. (Tulsa, Oklahoma, EUA). As variáveis com 
níveis de confiança superiores a 95,0% foram consideradas variáveis que influenciam 
significativamente a produção de L-asparaginase. Depois de avaliar o efeito de cada 
variável, foram selecionadas as condições que tiveram os maiores efeitos sobre a 
produção de protease. As variáveis pH inicial do meio de cultura e concentração do 
inóculo também foram avaliadas utilizando-se um delineamento composto central 
rotacional (DCCR) para a obtenção da máxima atividade de L-asparaginase. 
4.4.3. Delineamento composto central rotacional para otimizar o pH 
inicial do meio de cultura e a concentração de inóculo para a produção 
da L-asparaginase de Aspergillus oryzae CCT 3940 
Após a avaliação do efeito de cada variável, os componentes que 
apresentaram maior impacto sobre a síntese de L-asparaginase foram avaliados 
visando otimizar seus níveis para aumentar a atividade de L-asparaginase através de 
um DCCR de duas variáveis baseado em um planejamento fatorial 22 e Metodologia 
de Superfície de Resposta, com 4 pontos axiais (α = 1,41) e três pontos centrais, 
totalizando 15 ensaios. Os valores codificados e reais destas variáveis estão 
apresentados na Tabela 2. A atividade enzimática de L-asparaginase foi monitorada 
ao longo de 120 h para todos os ensaios e utilizou-se o tempo de fermentação de 72 
h como referência para a realização dos cálculos considerando-se que as atividades 
exibidas nesse tempo foram superiores as demais. 
 
Tabela 2. Valores codificados, reais e domínio experimental das condições 
aplicadas no delineamento composto central rotacional para otimizar a 
produção de L-asparaginase por Aspergillus oryzae CCT 3940.  
Variáveis independentes 
Nível 
-α* -1 0 1 +α* 
pH inicial do meio de cultura 6,0 6,4 7,5 8,6 9,0 
Concentração de inóculo 
(esporos mL-1) 1,0×10
7
 1,6×107 3,0×107 4,4×107 5,0×107 
* α=1,41 
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Os experimentos foram randomizados para maximizar a variabilidade nas 
respostas observadas provocadas por fatores externos. A equação de segunda ordem 
abaixo foi utilizada para este modelo: 
7 = 8 +  9 8:;:
<
:="
+  9 9 8:>;:;>
<
>=:?"
<"
:="
      
Em que Y é a resposta estimada, i e j são valores de 1 até o número de 
variáveis (n), β0 é o termo da intercepção, βi são os coeficientes lineares, βij são os 
coeficientes quadráticos, e xi e xj são as variáveis independentes codificadas. O 
coeficiente de determinação (r2) e o Teste F (análise de variância (ANOVA)) foram 
utilizados para verificar a qualidade do ajuste da equação do modelo de segunda 
ordem. As relações entre as respostas e as variáveis foram determinadas usando o 
pacote de software Statistica® 7.0 da Statsoft Inc. A atividade de L-asparaginase foi 
determinada utilizando o método descrito em 4.3.3.1. 
4.5. Estudo da purificação da L-asparaginase do extrato bruto de 
Aspergillus oryzae CCT 3940 
4.5.1. Precipitação da L-asparaginase do extrato bruto de Aspergillus 
oryzae CCT 3940 com sulfato de amônio e precipitação com etanol  
O extrato bruto produzido conforme as condições delineadas pela 
otimização da produção (item 4.4) foi precipitado pela adição de sulfato de amônio (0 
- 40, 40 - 60, 60 - 80 e 0 - 80% de saturação). O mesmo extrato bruto também foi 
testado quanto a precipitação com etanol (50% (v/v)) com agitação constante e 
incubado durante a noite a 5 °C a fim de escolher a melhor condição para a 
precipitação da enzima L-asparaginase. O precipitado foi separado por centrifugação 
a 10.000 × g durante 30 min a 5 °C. O precipitado foi ressuspendido em Tris-HCl 0,01 
M pH 8,0 e dialisado contra água destilada. O precipitado obtido com etanol também 
foi ressuspendido em tampão Tris-HCl 0,01 M pH 8,0 e dialisado contra água 
destilada. 
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4.5.2. Purificação da L-asparaginase de Aspergillus oryzae CCT 3940 
por cromatografia de troca iônica 
A L-asparaginase foi purificada por cromatografia de troca iônica em um 
sistema de cromatografia líquida rápida de proteína (Fast Protein Liquid 
Cromatography - FPLC) GE Pharmacia (GE Healthcare, Uppsala, Suécia) com 
sistema de injeção de amostras de 50 µL, vazão de 1 mL min-1, temperatura de 20 °C 
e volume de fração coletada de 1,5 mL. 
A enzima precipitada com sulfato de amônio foi filtrada através de uma 
membrana de 0,45 µm (Millipore, MA, EUA) e foi injetada em uma coluna Q-
Sepharose Fast Flow ™ de1 mL (GE Healthcare) pré-equilibrada com tampão Tris -
HCl 10 mM pH 7,0. A enzima ligada foi eluída com um gradiente de NaCl de 0 a 1,0 
M no mesmo tampão. As frações contendo atividade de L-asparaginase foram 
reunidas, dialisadas em água destilada e concentradas por liofilização. A fração 
liofilizada foi ressuspendida em tampão de Tris-HCl 10 mM a pH 7,0 e depois, aplicada 
em uma coluna Sepharose SP Fast Flow ™ de 1 mL (GE Healthcare) pré-equilibrada 
com 10 mM Tris-HCl pH 7,0. A eluição da enzima ligada foi realizada com um 
gradiente linear de NaCl de 0 a 1,0 M. As proteínas eluídas com atividade de L-
asparaginase foram reunidas, dialisadas em água destilada e liofilizadas. Após ser 
ressuspendida em tampão Tris-HCl 10 mM a pH 7,0, a fração foi aplicada em uma 
coluna CM Sepharose Fast Flow™ de 1 mL (GE Healthcare), previamente equilibrada 
com tampão Tris-HCl 10 mM pH 7,0. As proteínas foram eluídas com um gradiente de 
NaCl linear (0,0-1,0M). As frações com atividade foram reunidas, dialisadas contra 
água destilada e utilizadas para os estudos de caracterização enzimática. 
4.5.3. Determinação de proteína nas frações da L-asparaginase de 
Aspergillus oryzae CCT 3940 
A concentração de proteína em cada fração coletada foi determinada por 
medida da absorbância a 280 nm (DU® 640, Beckman Coulter TM). Para as frações 
reunidas obtidas em cada etapa da purificação, a concentração de proteína foi 
determinada usando o método de Lowry (Lowry, 1951). Uma curva de calibração (0,02 
- 20,0 mg mL-1) foi feita usando albumina de soro bovino como padrão. A fim de 
assegurar a exatidão dos resultados de determinação de proteína foram construídas 
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em triplicata três curvas de calibração, em três dias consecutivos, para verificação da 
linearidade, repetibilidade e limite de detecção (LOD) do método. Além disso, para 
cada ensaio, uma solução com uma concentração de albumina de soro bovina foi 
testada. O limite estimado de detecção (LOD) foi calculado de acordo com a seguinte 
equação (Bratinova et al., 2009):  
 =  × 3	
  
Na qual DPi é o desvio padrão estimado do intercepto (coeficiente linear) 
da curva de calibração e IC é a inclinação da curva de calibração. Os resultados foram 
expressos em mg de albumina de soro bovino por mL de amostra.  
4.5.4. Eletroforese em gel SDS-poliacrilamida da L-asparaginase de 
Aspergillus oryzae CCT 3940 
A L-asparaginase liofilizada obtida a partir da coluna de CM-Sepharose 
Fast Flow ™ foi empregada na SDS-PAGE para verificar a homogeneidade e estimar 
a massa molecular da proteína. A SDS-PAGE foi feita em gel de poliacrilamida 10%, 
segundo o método descrito por Laemmli (1970). Todos as corridas eletroforéticas 
ocorreram a 200 V com tempo de 35 minutos. Os marcadores de massa molecular 
(GE Healthcare), variando de 53 a 220 kDa, foram usados e a massa molecular da 
enzima purificada foi determinada através do gráfico do logaritmo da massa dos 
marcadores de proteína versus a mobilidade relativa (Rf) da proteína (Rf = distância 
de migração da proteína pela distância de migração do corante). Após o tempo de 
execução, o gel foi colocado diretamente na solução 0,1% de Azul de Coomassie por 
1 h. Em seguida, foi colocado em solução para descoloração composta por metanol 
10% e ácido acético glacial 7% em água, fotografado enquanto molhado, em seguida 
foi seco e mantido para determinação da Rf da L-asparaginase purificada. 
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4.6. Caracterização bioquímica da L-asparaginase purificada de 
Aspergillus oryzae CCT 3940 
4.6.1. Efeitos do pH e da temperatura na atividade e estabilidade da L-
asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 
determinados utilizando delineamento experimental 
Para determinar os níveis do delineamento composto central rotacional, 
estudos univariados foram previamente realizados. O efeito da temperatura na 
atividade e estabilidade da enzima foi estudado na faixa de 30 °C a 70 °C e o efeito 
do pH foi estudado na faixa de 3,0 a 10,0. 
O pH ótimo e temperatura ótima de atividade e estabilidade foram 
determinadas usando delineamento 22 com três repetições no ponto central e quatro 
pontos axiais (total de 11 ensaios). Os valores codificados e reais destas variáveis 
estão indicados na Tabela 3. Para o estudo da estabilidade da L-asparaginase, a 
enzima foi incubada durante 1 hora em diferentes valores de pH e temperaturas 
conforme mostra a Tabela 3. 
Os experimentos foram randomizados para maximizar a variabilidade nas 
respostas provocadas por fatores externos. A equação de segunda ordem foi utilizada 
para este modelo, representada pela seguinte equação: 
@ = AB + 9 ACDC 
E
C=F
+ 9 9 ACGDCDG
E
G=C?F
EF
C=F
 
Em que Y é a resposta estimada, i e j são valores de 1 até o número de 
variáveis (n), β0 é o termo da intercepção, βi são os coeficientes lineares, βij são os 
coeficientes quadráticos, e xi e xj são as variáveis independentes codificadas. O 
coeficiente de determinação (r2) e o Teste F (ANOVA) foram utilizados para verificar 
a qualidade do ajuste da equação do modelo de segunda ordem. As relações entre as 
respostas e as variáveis foram determinadas usando o pacote de software Statistica® 
7.0 da Statsoft Inc. A atividade de L-asparaginase foi determinada utilizando o método 
descrito em 4.3.3.1. 
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Tabela 3. Variáveis independentes e níveis para a determinação do pH e 
temperatura ótima de atividade e estabilidade da L-asparaginase de A. oryzae 
CCT 3940. 
pH e temperatura ótima de atividade 
Varáveis independentes 
Níveis 
-α* -1 0 1 α* 
pH 7,0 7,3 8 8,7 9,0 
Temperatura (°C) 40 42,9 50 57,1 60 
pH e temperatura ótima de estabilidade 
pH 6,0 6,6 8,0 9,4 10,0 
Temperatura (°C) 30 36 50 64 70 
*α =1,41  
 
4.6.2. Efeitos de diferentes sais e compostos na atividade da L-
asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 
O efeito de diferentes sais e compostos na atividade de L-asparaginase foi 
investigado adicionando-os à mistura de reação na concentração final de 0,05, 0,5 e 
5,0 mM, sob condições padrão de ensaio. As atividades relativas foram determinadas 
utilizando a atividade da enzima na ausência de sais e compostos testados como 
100%. Cada experimento foi realizado em triplicata. 
4.6.3. Determinação dos parâmetros cinéticos Km e Vmax da L-
asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 
A constante de Michaelis-Mentel (Km) e a velocidade máxima (Vmax) da L-
asparaginase purificada foi determinada utilizando o substrato L-asparagina (0 - 3 
mM). Cada valor de velocidade de reação foi definido como a média de pelo menos 
quatro medições, que foram normalizados em relação a um branco sem enzima. Os 
parâmetros cinéticos Km e Vmax foram determinados usando o método gráfico de 
Lineweaver-Burk (Lineweaver e Burk, 1934). 
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4.7. Atividade antiproliferativa da L-asparaginase purificada de 
Aspergillus oryzae CCT 3940 e da L-asparaginase comercial de 
Escherichia coli 
Para os ensaios de atividade anti-proliferativa além da enzima L-
asparaginase purificada de A. oryzae CCT 3940, para fins de comparação, também 
foi realizado um estudo com a L-asparaginase comercial de Escherichia coli 
(Megazyme®), visto que um dos medicamentos comercializados denominado Elspar 
é composto por L-asparaginase de Escherichia coli. 
4.7.1. Linhagens celulares testadas na atividade antiproliferativa da L-
asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 e da L-
asparaginase comercial de Escherichia coli 
As linhagens celulares tumorais humanas [U251 (glioma), UACC-62 
(melanoma), NCI-ADR/RES (ovário com o fenótipo de resistência a múltiplas drogas), 
786-0 (rim), NCI-H40 (pulmão, tipo de célula não-pequena), PC-3 (próstata), OVCAR-
03 (ovário), HT29 (cólon), K562 (leucemia) foram gentilmente fornecidas pelo National 
Cancer Institute (Frederick, MA, EUA). A linhagem de células não tumoral HaCat 
(queratinócitos humanos) foi doada pelo Prof. Dr. Ricardo Della Coletta, 
FOP/UNICAMP. As culturas de células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (GIBCO) 
suplementado com 5% de soro fetal bovino (FBS, Gibco) e 10 U mL-1 de penicilina, 10 
µg mL-1 de estreptomicina a 37 °C em 5% de CO2. 
4.7.2. Ensaio de atividade antiproliferativa da L-asparaginase 
purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 e da L-asparaginase 
comercial de Escherichia coli 
As células foram colocadas em  placas de 96 poços (100 µL células        
poço-1) e foram expostas a L-asparaginase (purificada de A. oryzae CCT 3940 e 
comercial, concentração final de 2,0 a 20,0 U mL-1) a 37 °C, 5% de CO2 durante 48 h. 
Doxorubicina foi utilizado como padrão (0,025, 0,25, 2,5 e 25 µg mL-1). Antes (placa 
T0) e após a adição da amostra (placas T1), as células foram fixadas com 50% de 
ácido tricloroacético e o crescimento celular determinado por quantificação 
espectrofotométrica (540 nm) do teor de proteína celular utilizando sulforrodamina B 
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(SRB) (Monks et al., 1991). A ITC (concentração que produz uma inibição total de 
crescimento) foi determinada por meio de análise de regressão não-linear, utilizando 
a curva de concentração-resposta para cada linhagem de células utilizando o Software 
Origin 8.0® (OriginLab Corporation) (Shoemaker, 2006). 
4.8 Aplicação da L-asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 
3940 em batatas fritas para a redução da formação de acrilamida 
4.8.1. Amostras de batata 
Batatas (variedade Bintje, > 10 cm de comprimento) 5 kg e óleo de soja 
(Soya®) foram adquiridos no mercado local da cidade de Campinas-SP, Brasil.  
4.8.2. Preparo e tratamento das batatas fritas  
As batatas foram lavadas, descascadas e cortadas em cubos com 2 cm de 
aresta utilizando um cortador de legumes e uma faca de cozinha. Amostras de batata 
em cubos (10 g) foram submetidos à imersão a 50 °C por 30 minutos em (i) 200 mL 
de água destilada (controle); (ii) 200 mL de água destilada contendo 50 U mL-1 de L-
asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940); (iii) 200 mL de água 
destilada contendo 50 U mL-1 de L-asparaginase comercial (Novozymes). Após os 
tratamentos, as batatas foram secas em papel absorvente, e foram fritas em óleo de 
soja a 180 °C em fritadeira doméstica com regulagem de temperatura durante 7 
minutos. 
4.8.3. Determinação de acrilamida em batatas por cromatografia 
gasosa acoplada a espectrometria de massa/espectrometria de massa 
4.8.3.1. Preparo da amostra 
As amostras de batata frita foram pesadas (5 g) e homogeneizadas em 
liquidificador com adição de 30 mL de água deionizada. A mistura foi colocada em um 
agitador horizontal a 200 rpm durante 1 h em Erlenmeyer âmbar. Em seguida, as 
amostras foram centrifugadas a 2739 xg durante 15 min à temperatura ambiente de 
acordo com o método descrito por Tareke et al. (2002), com modificações. Para a 
etapa de clean up da amostra, uma alíquota de 3 mL do sobrenadante foi submetida 
a uma extração em fase sólida (SPE), utilizando um cartucho de carbono grafitado 
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(Supelclean™ ENVI-Carb™ SPE Tube, Sigma Aldrich®) previamente condicionado 
com metanol e água deionizada (5 mL e 4 mL, respectivamente). O primeiro mL de 
eluente foi descartado e o restante, recolhido. O padrão interno acrilamida 13C3 (Sigma 
Aldrich®) foi adicionado em cada ensaio na amostra homogeneizada, na concentração 
final de 1 mg mL-1. 
4.8.3.2. Brominação  
O eluato do SPE foi transferido para um Erlenmeyer âmbar com tampa. O 
reagente de brominação (6 mL) foi adicionado ao Erlenmeyer que foi armazenado a 4 
° C durante a noite para a completa brominação. O método descrito por Castle (1993) 
foi utilizado para preparar o reagente de brominação através da dissolução de 20 g de 
brometo de potássio em 16 mL de solução saturada de bromo e adição de 1 mL de 
ácido bromídrico. Um volume total de 100 mL, foi obtido com a adição de água 
deionizada. O reagente foi armazenado a 4 °C antes da utilização. A brominação foi 
terminada por adição de 60 µL de tiossulfato de sódio (1 M) e o excesso de bromo foi 
reduzido, tornando a solução incolor. Após a brominação, a solução foi transferida 
para um funil de separação âmbar. Acetato de etila (20 mL) foi usado para extrair o 
composto brominado, por agitação durante 5 min. Os procedimentos de extração 
foram repetidos duas vezes. O extrato foi transferido para um outro funil de separação 
contendo 4 g de sulfato de sódio anidro. O resíduo retido no funil foi lavado duas vezes 
com acetato de etila (10 mL), e toda a solução foi transferida para um balão de fundo 
redondo âmbar. O solvente (acetato de etila) foi evaporado a 40 °C em um rota-
evaporador até a secagem completa. O extrato foi ressuspendido para 200 µL com 
adição de acetato de etila. O composto brominado, 2,3-dibromopropionamida (2,3-
DBPA), foi convertido a 2-bromopropenamida (2-BPA) por adição de 50 µL de 
trietilamina para maior reprodutibilidade das análises, tal como descrito por Cheng et 
al. (2006). 
4.8.3.3. Análise da acrilamida por cromatografia gasosa acoplada a 
espectrometria de massa/espectrometria de massa (GC-MS/MS) 
A determinação dos analitos foi realizada em um cromatógrafo a gás 
dotado de espectrômetro de massa triploquadrupolar GCMS-TQ8040 (Shimadzu, 
Kyoto, Japão). A separação dos analitos ocorreu em uma coluna capilar de baixa 
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polaridade com fase estacionária composta por difenil dimetil polisiloxano RTX-5MS 
(30 m x 250 mm x 0,25 µm) (Restek®). As condições cromatográficas foram: Injetor na 
temperatura de 200 °C (modo splitless), com a purga fechada por 0,75 min, volume 
de injeção: 1 µL; rampa de temperatura com início a 50 °C (1 min), incremento inicial 
de 5 °C min-1 até atingir 90 °C, seguido de incremento de 25 °C min-1 até atingir 260 
°C, gás de arraste He na vazão de 2,0 mL-1. As condições do espectrômetro de 
massas foram: ionização a 70 eV; energia de colisão: 10 eV; monitoramento seletivo 
de reação com tempo de varredura: 0,15 s; canal #1: transição m/z 151>m/z 70; canal 
# 2: transição 154 m/z > 73 m/z; Voltagem do detector 0,8 kV. 
Os íons monitorados para a identificação do analito, 2-BPA foram 
[C3H581BrNO]+ = 151, [C3H579BrNO]+ = 149, [C2H381Br]+ = 108, [C2H379Br]+ = 106, e 
[C3H5NO]+ = 70 usando m/z 151 para quantificação no canal #1, e m/z 70 no canal # 
2. Os íons monitorados para a identificação do padrão interno (13C3) 2-BPA foram 
[13C3H581BrNO]+ = 154, [13C3H579BrNO]+ = 152, [13C2H381Br]+ = 110, [13C2H379Br]+ = 
108, e [13C3H5NO]+ = 73 usando m/z 154 para quantificação no canal # 1, e m/z 73 no 
canal # 2. A quantificação foi realizada por comparação com a curva de calibração (5 
- 80 µg kg-1) para a razão entre a área do pico do íon fragmento do 2-BPA (m/z 151) 
e a área do padrão interno (m/z 154). As amostras com uma concentração maior do 
que a variação da curva de calibração foram diluídas antes da análise por GC-MS/MS. 
4.8.4. Validação da metodologia desenvolvida para a determinação de 
acrilamida por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 
massa/espectrometria de massa 
A validação do método analítico para determinação de acrilamida foi 
realizada segundo os seguintes parâmetros: linearidade, precisão, exatidão, limites 
de detecção e limite de quantificação segundo a ANVISA (ANVISA, 2003) e a DOQ-
CGCRE-008 do INMETRO (INMETRO, 2011). Todas as análises foram realizadas 
com o uso da batata crua como branco de amostra (isto é, amostra isenta de 
acrilamida). Para todos os parâmetros, a acrilamida e o padrão interno foram 
adicionados antes da etapa de clean up da amostra. 
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4.8.4.1. Linearidade 
Três curvas de calibração com o extrato de amostra branco foram 
construídas. Os níveis estudados para a concentração do padrão de acrilamida foram 
0,5, 5, 10, 20, 40 e 80 µg kg-1. A linearidade do método foi verificada a partir da 
equação de regressão linear, determinada pelo método dos mínimos quadrados. O 
coeficiente de correlação linear (r) foi utilizado como parâmetro para avaliar a 
adequação da curva de calibração como modelo matemático (ANVISA, 2003). 
4.8.4.2. Recuperação – exatidão 
A exatidão do método foi avaliada através de estudos de recuperação em três 
replicatas independentes. Os níveis estudados foram de 0,5, 10, 20 e 40 µg kg-1 de 
concentração de acrilamida. 
4.8.4.3. Efeito de matriz 
O efeito matriz pode ser definido como o fenômeno observado que pode 
causar um aumento ou diminuição da resposta do detector para uma substância 
presente no extrato da amostra em relação ao mesmo analito em solvente orgânico 
(Thompson et al., 2002; INMETRO, 2011). Seis curvas de calibração foram 
construídas três para o padrão de acrilamida adicionado NA amostra de batata crua 
homogeneizada e três para a acrilamida adicionada em água deionizada nos níveis 
estudados para a linearidade (INMETRO, 2011). Os indicadores usados para avaliar 
este efeito foram definidos de acordo com Thompson et al. (2002) através da 
comparação dos coeficientes angulares das duas curvas analíticas para cada analito, 
teste F e teste t. 
4.8.4.4.Precisão 
   4.8.4.4.1. Precisão - repetitividade 
A precisão sob condição de repetitividade foi avaliada através de seis 
ensaios de recuperação na matriz batata nos níveis de fortificação de 0,5, 10, 20 e 40 
µg kg-1. Todos os ensaios foram realizados no mesmo dia. Foi calculada a 
concentração média de acrilamida para todos os ensaios, a estimativa do desvio 
padrão e o coeficiente de variação.  
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    4.8.4.4.2 Precisão - reprodutibilidade intralaboratorial 
A precisão sob condição de reprodutibilidade intralaboratorial foi avaliada 
através de seis ensaios de recuperação na matriz batata no nível de fortificação de 10 
e 20 µg kg-1 realizados em ocasiões diferentes. Foi calculada a concentração de 
acrilamida para cada ensaio, a estimativa do desvio padrão e o coeficiente de 
variação. 
4.8.4.5. Limite de detecção 
A estimativa do limite de detecção (LOD) foi calculado de acordo com a RE 
899/2003 da ANVISA (ANVISA, 2003) usando a seguinte equação: 
 =  ∗ 3	
  
Na qual, DPi é a estimativa de desvio padrão da intercepção (coeficiente 
linear) da curva de calibração na batata crua e IC é a inclinação da curva de calibração 
(coeficiente angular). 
4.8.4.6. Limite de quantificação 
O limite de quantificação (LOQ) foi estabelecido no nível mais baixo de 
fortificação no qual foi testada a repetibilidade e obteve-se valores de coeficiente de 
variação menores que os valores determinados pelo critério de aceitação segundo o 
DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2011). 
4.8.5. Determinação dos açúcares redutores 
O teor em açúcares redutores foi determinado utilizando o método descrito 
por Miller (1959) com o ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS) com leitura de absorbância 
em espectrofotômetro a 540 nm. A quantificação foi realizada com o uso de uma curva 
de calibração utilizando glicose como padrão, nas concentrações de 0,1 a 1,0 g L-1. 
4.8.6. Determinação dos aminoácidos L-asparagina e L-glutamina 
O teor de L-asparagina e de L-glutamina foi determinado com o uso do kit 
L-Asparagina (Rapid) Kit da Megazyme®. 
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4.8.7. Determinação da quantidade de amônia liberada após 
tratamento das batatas com L-asparaginase purificada de Aspergillus 
oryzae CCT 3940 e L-asparaginase comercial 
A amônia liberada devido à atividade da enzima L-asparaginase foi medida 
nas batatas após o tratamento com a L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 e com 
a enzima comercial de acordo com o método descrito por Imada et al. (1973), com 
modificações. Uma alíquota de 125 µL da mistura de reação foi diluída com 1 mL de 
água destilada e 125 mL de reagente de Nessler (Merck®) foi adicionado para 
quantificar a quantidade de amônia. Uma curva analítica com sulfato de amônio foi 
usada para a quantificação da amônia liberada. 
4.8.8. Análise estatística 
As análises estatísticas foram realizadas utilizando software Statistica® 7.0 
de Statsoft Inc. (Tulsa, Oklahoma, EUA). Os valores foram expressos como a média 
aritmética. O teste de Tukey foi utilizado para determinar diferenças significativas entre 
os grupos analisados. As diferenças foram consideradas significativas quando p < 
0,05. 
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5. Resultados e discussão 
5.1. Seleção de fungos produtores de L-asparaginase 
5.1.1 Teste qualitativo para a detecção da produção de L-asparaginase 
em placas de Petri 
A seleção preliminar em placas de Petri de fungos produtores de L-
asparaginase foi realizada como descrito no item 4.3.1. O resultado positivo para o 
teste qualitativo de L-asparaginase baseou-se na formação de um halo rosa 
avermelhado ao redor da colônia em meio contendo L-asparagina e pela não 
ocorrência de halo no meio controle (sem L-asparagina). A formação do halo ocorre 
pela ação da enzima produzida pelo micro-organismo no substrato L-asparagina 
adicionado ao meio, dando origem a amônia e ácido aspártico que altera o pH, 
tornando-o mais alcalino indicado pela coloração rosada do indicador ácido-base 
vermelho de fenol (Gulati et al., 1997). 
A partir das medidas dos diâmetros das colônias e dos halos formados 
calculou-se o índice de atividade enzimática de acordo com Hankin e Anagnostakis 
(1975) a fim de selecionar os melhores produtores de L-asparaginase. 
Conforme a Tabela 4, todos os micro-organismos conseguiram elevar o pH 
do meio formando halo de coloração rosada devido a formação de amônia indicado 
pelo vermelho de fenol, destacando-se os fungos A. niger LBA 01, A. oryzae LBA 02 
e A. oryzae 3940 CCT. 
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Tabela 4. Valores de índice de atividade enzimática L-asparaginase para as 
linhagens de Aspergillus estudadas. 
 L-asparaginase 
Micro-organismos Índice enzimático* 
A. oryzae 3940 CCT 1,9 ± 0,2b 
A. oryzae LBA 02 2,0 ± 0,1b 
A. oryzae 3279 CCT 1,4 ± 0,2c 
A. oryzae 5321  1,3 ± 0,1c 
A. niger LBA 01 2,7 ± 0,1a 
A. niger 3941 CCT 0,1 ± 0,1d 
A. niger 4846CCT 1,0 ± 0,2c 
A. niger 4157 0,3 ± 0,1d 
Os resultados são apresentados como a média ± desvio padrão de três determinações. Nas 
colunas, os valores seguidos pela mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey 
(p>0,05). 
* O índice de atividade enzimática de L-asparaginase foi determinado pela razão entre o diâmetro 
do halo de coloração rosada e o diâmetro do halo de crescimento da colônia. 
 
5.1.2 Triagem de fungos produtores de L-asparaginase pela detecção 
de ácido aspártico a partir de L-asparagina por meio de cromatografia 
em camada delgada 
A seleção preliminar por cromatografia em camada delgada de fungos 
produtores de L-asparaginase foi realizada como descrito no item 4.3.2. 
A Figura 6 ilustra a cromatografia em camada delgada dos padrões L-
asparagina (P1) e ácido L-aspártico (P2) e das misturas de reação contendo o 
substrato L-asparagina e os extratos enzimáticos incubados a 37 °C por 30 minutos. 
Na linha T1, referente à mistura de reação de L-asparagina e L-asparaginase 
comercial, verificou-se a formação de ácido L-aspártico e diminuição de L-asparagina. 
As linhas T2 a T9 referentes às misturas de reação contendo L-asparagina e extrato 
enzimático bruto obtido das 8 linhagens de fungos apresentaram pequenas manchas 
correspondente ao fator de retenção (Rf) do ácido aspártico, além da diminuição das 
manchas referente ao aminoácido L-asparagina, indicando que provavelmente todas 
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as linhagens de fungos testadas produziram L-asparaginase capaz de hidrolisar L-
asparagina em ácido L-aspártico. 
 
 
Figura 6. Cromatografia em camada delgada para detecção da formação de 
ácido L-aspártico nas misturas de reação contendo L-asparagina e extrato 
enzimático bruto de L-asparaginase. 
P1= padrão de L-asparagina 0,5% (m/v) 
P2= padrão de ácido aspártico 0,25% (m/v) 
T1= mistura de reação de L-asparagina + L-asparaginase comercial 
T2= mistura de reação de L-asparagina + extrato enzimático de A. oryzae CCT 3940  
T3= mistura de reação de L-asparagina + extrato enzimático de A. oryzae CCT 3279  
T4= mistura de reação de L-asparagina + extrato enzimático de A. oryzae CCT 5321  
T5= mistura de reação de L-asparagina + extrato enzimático de A. niger CCT 4846 
T6= mistura de reação de L-asparagina + extrato enzimático de A. niger CCT 3941 
T7= mistura de reação de L-asparagina + extrato enzimático de A. niger CCT 4157 
T8= mistura de reação de L-asparagina + extrato enzimático de A. niger LBA 02  
T9= mistura de reação de L-asparagina + extrato enzimático de A. oryzae LBA 01. 
 
A Figura 7 mostra a cromatografia em camada delgada dos padrões de 
ácido L-aspártico e L-asparagina e as misturas controle preparadas com água 
destilada + extrato enzimático bruto. Verificou-se que não houve formação de 
manchas referente ao ácido aspártico ou a L-asparagina, evidenciando que as 
manchas apresentadas na Figura 6 foram decorrentes da ação da enzima e não de 
algum possível interferente presente no extrato enzimático bruto. 
 
P1      P2       T1          T2          T3        T4         T5          T6        T7           T8      T9 
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Figura 7. Cromatografia em camada delgada dos padrões de ácido aspártico e 
L-asparagina e misturas de reação controle. 
1= padrão de L-asparagina 0,5% (m/v) 
2= padrão de ácido aspártico 0,25% (m/v)  
3= mistura de água destilada + L-asparaginase comercial 
4= mistura de água destilada + extrato enzimático de A. oryzae CCT 3940  
5= mistura de água destilada + extrato enzimático de A. oryzae CCT 3279  
6= mistura de água destilada + extrato enzimático de A. oryzae CCT 5321  
7= mistura de água destilada + extrato enzimático de A. niger CCT 4846,  
8= mistura de água destilada + extrato enzimático de A. niger CCT 3941  
9= mistura de água destilada + extrato enzimático de A. niger CCT 4157 
10= mistura de água destilada + extrato enzimático de A. niger LBA 02  
11= mistura de água destilada + extrato enzimático de A. oryzae LBA 01  
 
Hendriksen et al. (2009) utilizaram a cromatografia em camada delgada 
(CCD) para detectar a formação de ácido L-aspártico a partir de L-asparagina, 
utilizando extratos enzimáticos de L-asparaginase de linhagens recombinantes de 
Aspergillus oryzae. Os extratos enzimáticos de linhagens recombinantes de 
Aspergillus oryzae que mostraram atividade de L-asparaginase no teste em placas de 
CCD apresentaram também capacidade de reduzir os teores de acrilamida nos 
alimentos estudados.  
 
     1         2          3           4         5          6        7          8         9          10     11 
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5.1.3. Determinação da atividade de L-asparaginase  
A fim de determinar a veracidade dos resultados obtidos para a atividade 
de L-asparaginase e garantir que todos os valores determinados foram baseados em 
um método confiável, alguns parâmetros de validação analítica foram avaliados. Para 
a determinação da atividade enzimática de L-asparaginase conforme descrito no item 
4.3.3.1, uma curva analítica de sulfato de amônio foi preparada com oito pontos com 
concentrações de 20 a 450 µmol de amônia L-1, considerando que 1 mol de sulfato de 
amônio libera 2 mol de amônia. A curva foi feita em triplicata em três dias 
consecutivos. Os dados encontrados para a curva analítica encontram-se na Tabela 
5. Com os valores médios construíu-se a curva analítica mostrada na Figura 8. A cada 
análise de amostra uma concentração conhecida de sulfato de amônio foi testada para 
garantir a quantificação da amônia liberada. 
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Tabela 5. Intercepto, inclinação, coeficiente de correlação (r), coeficiente de determinação (r2) e recuperação da curva 
analítica feita com sulfato de amônio. 
CP* Abs a 450 nm (Média dia 01) 
Abs a 450 nm 
(Média dia 02) 
Abs 450 a nm 
(Média dia 03) 
Abs a 450 nm  
(Média entre os dias) DP CV (%) IC** IT
£
 r§ Cƚ R¥ 
20 0,044 0,039 0,033 0,039  0,006 14,2 
0,0016 0,0003 0,9999 
23,3 116,6 
40 0,061 0,066 0,069 0,065  0,004 6,2 39,5 98,8 
75 0,115 0,121 0,126 0,121  0,006 4,6 73,1 97,5 
150 0,236 0,259 0,245 0,247  0,012 4,7 149,6 99,7 
225 0,369 0,389 0,350 0,369  0,020 5,3 224,1 99,6 
300 0,500 0,509 0,465 0,491  0,023 4,7 298,1 99,4 
375 0,632 0,650 0,579 0,620  0,037 5,9 376,4 100,4 
450 0,748 0,764 0,717 0,743  0,024 3,2 450,9 100,2 
Inclinação 0,0017  0,0017 0,0016  0,0016         
Intercepção 0,0043 0,0000 0,0051  0,0003       
r 0,9995  0,9998 0,9996  0,9999         
r2 0,9991  0,9996 0,9991  0,9999        
*CP Concentração preparada (µmol de amônia L-1); **IC Inclinação; £ IT Intercepto; § r Correlação; ƚ CR Concentração real (µmol de amônia L-1); 
¥ R Recuperação (variação pontual). 
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A Tabela 5 mostra que os valores calculados encontrados para a 
concentração de amônia variaram pouco em relação aos valores teóricos, indicando 
boa recuperação do método usado. 
 
Figura 8. Curva analítica para a determinação da atividade de L-asparaginase 
pelo método de Nessler.  
 
Para o cálculo do limite de detecção foram utilizados os valores obtidos da 
estimativa do desvio padrão (n=3) dos coeficientes lineares das diferentes curvas de 
calibração e a média (n=3) dos coeficientes angulares. O limite de detecção 
encontrado para o método foi baixo (8,6 µmol amônia L-1), o que permite detectar uma 
diferença de absorbância entre a amostra e o controle de 0,014. O limite de 
quantificação foi considerado o menor ponto da curva (20 µmol amônia L-1) no qual foi 
testada a repetibilidade e obteve-se valores de coeficiente de variação menores que 
os valores determinados pelo critério de aceitação que o critério de aceitação definido 
pelo DOQ-CGCRE-008 (CV<23%) (INMETRO, 2011). O método aplicado também 
apresentou uma boa recuperação (99,6% em média). Os valores encontrados para os 
coeficientes de correlação (r) e para o coeficiente de determinação (r2) foram 
satisfatórios, indicando boa linearidade do método. Com esses parâmetros verificados 
pode-se confirmar a qualidade do método empregado para a determinação de 
atividade de L-asparaginase. 
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5.1.4. Cinética de produção de L-asparaginase pelas oito linhagens de 
Aspergillus sp. em frascos agitados 
A influência do tempo de fermentação das linhagens de Aspergillus oryzae 
3279, Aspergillus oryzae 3940, Aspergillus oryzae CCT 5321, Aspergillus oryzae LBA 
01, Aspergillus niger 4846, Aspergillus niger CCT 3941, Aspergillus niger CCT 4157, 
Aspergillus niger LBA 02 na produção de L-asparaginase foi testada em frascos 
agitados conforme descrito no ítem 4.3.3. e a atividade de L-asparaginase no extrato 
enzimático bruto foi determinada como descrito no item 4.3.3.1. 
A Figura 9 ilustra que a linhagem Aspergillus niger LBA 02 apresentou 
maior produção de L-asparaginase (26,0 U mL-1) após 72 h de fermentação a 30 °C, 
entre as 8 linhagens testadas. A linhagem de A. oryzae LBA 01 apresentou maior 
atividade de L-asparaginase (20,6 U mL-1) após 96 h de fermentação a 30 °C, 
enquanto que a linhagem de A. oryzae CCT 3940 mostrou maior atividade de L-
asparaginase (19,1 U mL-1) após 72 h a 30 °C. Os resultados demonstrados possuem 
boa correlação com os resultados encontrados para o índice de atividade enzimática 
descrito no item 5.1.1. 
 
Figura 9. Efeito do tempo de fermentação na atividade da L-asparaginase de 
Aspergillus sp. medida em pH 8,0 e 37 ºC.A linhagem A. oryzae CCT 5321 
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apresentou 8,2 U mL-1 e 8,4 U mL-1 de atividade de L-asparaginase após 48 h e 72 h 
de fermentação em frascos agitados a 30 °C, respectivamente.  
A linhagem A. oryzae CCT 3941 apresentou maior atividade de L-
asparaginase (8,9 U mL-1) após 72h de fermentação enquanto a linhagem A. oryzae 
CCT 4846 produziu maior atividade de L-asparaginase (10,3 U mL-1) após 96h de 
fermentação em frascos agitados a 30 °C. A linhagem A. oryzae CCT 3297 apresentou 
menor atividade de L-asparaginase entre as 8 linhagens testadas, sendo seu máximo 
de atividade igual a 5,0 U mL-1, após 48 h de fermentação a 30 °C.  
Foi observado diminuição da atividade de L-asparaginase após o pico 
máximo de produção da enzima. Para avaliar se a diminuição da atividade de L-
asparaginase foi decorrente da presença de proteases, foi testada a atividade de 
protease nos extratos enzimáticos obtidos após 120 h de fermentação de acordo o 
método descrito no item 4.3.3.2. A Figura 10 mostra que os extratos enzimáticos 
brutos obtidos das linhagens de A. niger LBA 02, A. oryzae CCT 3940, A. oryzae LBA 
01 apresentaram maiores valores de protease 0,60, 0,47 e 0,34 U mL-1, 
respectivamente. Sarquis et al. (2004) determinaram a atividade de protease durante 
a produção de L-asparaginase por Aspergillus tamarii e Aspergillus terreus, após 60 h 
de fermentação e sugeriram que a atividade de protease poderia ser responsável pela 
diminuição da atividade de L-asparaginase, uma vez que os valores de atividade de 
protease aumentaram enquanto que os de L-asparaginase diminuíram. 
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Figura 10. Atividade de protease nos extratos enzimáticos brutos de Aspergillus 
sp. após fermentação por 120 h a 30 °C.  
 
A Figura 11 ilustra que todos os extratos enzimáticos brutos obtidos após 
120 h de fermentação apresentaram aumento do pH, o qual foi inicialmente ajustado 
em pH 6,2, exceto o extrato enzimático bruto de A. niger CCT 3941 que apresentou 
uma redução do pH (pH 4,7). O aumento do pH no meio de cultura com o aumento do 
tempo de fermentação é um indicativo de produção de L-asparaginase (Gulati et al., 
1997). 
Sarquis et al. (2004) estudaram a cinética de fermentação de Aspergillus 
tamarii e produção de L-asparaginase. Os autores obtiveram produção máxima de L-
asparaginase após 48 h de fermentação e notaram que a mesma decaía 
exponencialmente após 60 h de fermentação. Os autores verificaram que após 60 h 
de fermentação, a atividade de protease aumentou enquanto a atividade de L-
asparaginase diminuiu. Esta poderia ser uma explicação para a queda de atividade 
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de L-asparaginase das linhagens estudadas neste trabalho, porém considerando a 
baixa atividade de protease (Chantawannakul et al., 2002; Yang e Lin, 1998) em todas 
as amostras avaliadas, outros fatores podem ter contribuído para tal fato.  
Baskar e Renganathan (2011b) também observaram diminuição da 
atividade da L-asparaginase de Aspergillus terreus MTCC 1782 após 48 h de 
fermentação e notaram que esta diminuição era independente da quantidade da fonte 
de nitrogênio adicionada. Os autores associaram a diminuição da atividade de L-
asparaginase ao rápido crescimento e maturidade dos esporos fúngicos. Enquanto 
que Siddalingeshwara e Lingappa (2011) observaram valores máximos de atividade 
de L-asparaginase produzida por Aspergillus terreus KLS2 após 72 h de fermentação 
com pequeno declínio da atividade com o aumento do tempo de fermentação.  
Amena et al. (2010) obtiveram máxima atividade de L-asparaginase 
produzida por Streptomyces gulbargensis após 120 h de fermentação sem aparente 
declínio da atividade da enzima no tempo monitorado. 
 
Figura 11. pH final dos extratos enzimáticos brutos das linhagens de Aspergillus 
sp. após 120 horas de fermentação em frascos Enlermeyer a 30 °C e 150 rpm. 
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5.2. Caracterização bioquímica das L-asparaginases dos extratos 
enzimáticos brutos 
 A caracterização bioquímica das L-asparaginases das oito linhagens de 
Aspergillus sp. foi realizada como descrito no 4.3.4.  
5.2.1. Efeito da temperatura na atividade das L-asparaginases dos 
extratos brutos 
O efeito da temperatura na atividade enzimática das L-asparaginases das 
oito linhagens de fungos foi estudado de acordo com o item 4.3.4.1. A Figura 12 
mostra que as L-asparaginases de Aspergillus niger LBA 02 e de A. niger CCT 4846 
apresentam atividade ótima a 50 °C, enquanto que a L-asparaginase da linhagem de 
Aspergillus oryzae CCT 3940 apresentou atividade ótima entre 40 °C e 50 °C. Já as 
L-asparaginases de A. oryzae CCT 3279, A. oryzae CCT 5321 A. oryzae LBA 01, A. 
niger CCT 3941, A. niger CCT 4157 apresentaram atividade ótima a 40 °C.  
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Figura 12. Efeito da temperatura na atividade enzimática das L-asparaginases 
de Aspergillus sp. 
 
A Figura 13 ilustra a temperatura ótima de atividade das L-asparaginases 
das três linhagens selecionadas que apresentaram maior atividade enzimática, A. 
oryzae CCT 3940 (40 - 50 °C), A. oryzae LBA 01 (40 °C), A. niger LBA 02 (50 °C) e 
da L-asparaginase comercial (50 °C). 
A L-asparaginase purificada de Streptomyces gulbargensis estudada por 
Amena et al. (2010) e a L-asparaginase purificada de Corynebacterium glutamicum 
descrita por Mesas et al. (1990) apresentaram atividade atividade ótima a 40 °C. 
Siddalingeshwara e Lingappa (2011) relataram que a L-asparaginase de 
Aspergillus terreus apresentou atividade ótima a 37 °C, a mesma temperatura ótima 
foi relatada por Moorthy et al. (2010) para a L-asparaginase de Bacillus sp isolado de 
solo e para a L-asparaginase purificada de Penicillium sp (Patro e Gupta, 2012).  
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Figura 13. Efeito da temperatura na atividade das L-asparaginases de 
Aspergillus niger LBA 02, Aspergillus oryzae CCT 3940, Aspergillus oryzae LBA 
01 e L-asparaginase comercial. 
Para as demais etapas de caracterização enzimática foram selecionadas 
as três linhagens com maiores valores de atividade de L-asparaginase (Figuras 12 e 
13) sendo estas as culturas de A. niger LBA 02 (temperatura ótima de atividade a 50 
°C), A. oryzae CCT 3940 (temperatura ótima de atividade entre 40 - 50 °C), A. oryzae 
LBA 01 (temperatura ótima de atividade a 40 °C). 
5.2.2. Efeito do pH na atividade das L-asparaginases dos extratos 
brutos de Aspergillus niger LBA 02, Aspergillus oryzae CCT 3940 e 
Aspergillus oryzae LBA 01 e L-asparaginase comercial 
O efeito do pH na atividade enzimática de L-asparaginase foi determinado 
de acordo com o método descrito no item 4.3.4.2. A Figura 14 mostra que a enzima 
de A. oryzae LBA 01, A. oryzae 3940 e A. niger LBA 02 apresentaram maior atividade 
em pH 7,0, 7,0 - 8,0 e 9,0, respectivamente. Enquanto a enzima comercial apresentou 
atividade ótima na faixa de pH de 6,0 a 7,0. Em geral, a faixa de pH ótimo para a L-
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asparaginase é de pH 6,5 - 9,0 (Maladkar et al.,1993; Raha et al., 1990; Campbell et 
al., 1967), que está em conformidade com os resultados obtidos neste estudo. 
 
Figura 14. Efeito do pH na atividade das L-asparaginases de Aspergillus niger 
LBA 02, Aspergillus oryzae CCT 3940, Aspergillus oryzae LBA 01 e L-
asparaginase comercial. 
Amena et al. (2010) verificaram que a L-asparaginase de Streptomyces 
gulbargensis apresentou atividade ótima em pH 9,0. Observações semelhantes foram 
relatadas por Mana et al. (1995) para a L-asparaginase de Pseudomonas stutzeri MB-
405.  
Moorthy et al. (2010) relataram que a L-asparaginase de Bacillus sp, 
isolada de solo, apresentou atividade ótima em pH 7,0, valor de pH semelhante ao 
obtido para a L-asparaginase de actinomicetos isolados de plantas medicinais 
(Khamna et al., 2009) e para a L-asparaginase purificada de Penicillium sp (Patro e 
Gupta, 2012). As L-asparaginases de Helicobacter pylori (Shibayama et al., 2011) e a 
L-asparaginase obtida de Escherichia coli, modificada pela adição de cadeias de ácido 
palmítico (Martins, et al., 1996), mostraram atividade ótima em pH neutro, este mesmo 
resultado foi encontrado para a L-asparaginase obtida da linhagem de A. oryzae LBA 
01, investigada neste estudo. Mestdagh et al. (2008) descreveram que a atividade L-
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asparaginase em pH fisiológico é um dos pré-requisitos para aplicação desta enzima 
como um agente antitumoral. 
Dhevagi e Poorani (2006) relataram que o valor ótimo para a atividade de 
L-asparaginase de Streptomyces sp. PDK7 foi obtido entre pH 8,0 e 8,5, valores 
semelhantes foram encontradas para a linhagem de A. oryzae CCT 3940 investigada 
neste estudo. As L-asparaginases de Aspergillus terreus KLS2 (Siddalingeshwara e 
Lingappa, 2011), Streptomyces gulbargensis (Amena et al., 2010) e Pectobacterium 
carotovorum MTCC 1428 (Kumar et al., 2011) mostraram maior atividade de L-
asparaginase na faixa de pH 8,0 a 10,0.  
A L-asparaginase comercial de Aspergillus oryzae apresenta atividade 
ótima em pH 6 a 7 com boa atividade em pH entre 5 e 8 (Novozymes, 2007). As L-
asparaginases que apresentam maior atividade na faixa de pH 5,5 a 8,0 são 
recomendadas para aplicação em produtos amiláceos (Vinci et al., 2012; Novozymes, 
2007; Food Standards, 2007). 
5.2.3. Efeito da temperatura na estabilidade das L-asparaginases dos 
extratos brutos de Aspergillus niger LBA 02, Aspergillus oryzae CCT 
3940 e Aspergillus oryzae LBA 01 e L-asparaginase comercial 
O estudo referente à influência da temperatura na estabilidade da enzima 
L-asparaginase foi realizado de acordo com as condições descritas no 4.3.4.3.  
A Figura 15 ilustra que as L-asparaginases de A. niger LBA 02 e de A. 
oryzae CCT 3940 apresentaram maior estabilidade térmica que a enzima de A. oryzae 
LBA 01, sendo que as duas primeiras apresentaram estabilidade térmica similar à da 
enzima comercial. 
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Figura 15. Efeito da temperatura na estabilidade da L-asparaginase de 
Aspergillus niger LBA 02, Aspergillus oryzae CCT 3940 e Aspergillus oryzae LBA 
01 e L-asparaginase comercial. 
 
A L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 mostrou-se estável após 60 min 
de tratamento térmico a 50 °C em pH 8,0. A incubação da L-asparaginase de A. oryzae 
CCT 3940 em tampão Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 por 60 min a 10 °C, 20 °C, 30 °C, 40 
°C, 50 °C, 60 °C e 70 °C resultou em 100%, 100%, 98,7%, 99,1%, 99,1%, 68,7% e 
32,1% de atividade residual, respectivamente.  
 A incubação da L-asparaginase de A. niger LBA 02 em tampão Tris-HCl 
50 mM, pH 9,0 por 60 min a 10 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C e 70 °C resultou 
em 100%, 99,8%, 98,7%, 98,8%, 100%, 88% e 33,4% de atividade residual, 
respectivamente. 
A incubação da L-asparaginase de A. oryzae LBA 01 em tampão fosfato 50 
mM, pH 7,0 por 60 min a 10 °C, 20 °C, 30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C e 70 °C resultou em 
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98,6%, 98,7%, 82,1%, 81,6%, 63,2%, 33,3% e 19,2% de atividade residual, 
respectivamente. 
As L-asparaginases de A. niger LBA 02, A. oryzae CCT 3940 e L-
asparaginase comercial retiveram aproximadamente 100% de sua atividade após  60 
min a 50 °C (Figura 15). Enquanto que a L-asparaginase de A. oryzae LBA 01 reteve 
apenas 63,2% de sua atividade após 60 min a 50 °C, sendo menos termoestável.  
Ao estudar a estabilidade térmica da L-asparaginase de Streptomyces 
gulbargensis, Amena et al. (2010) verificaram que a mesma manteve 55% de sua 
atividade quando incubada a 80 °C por 60 min. Enzimas termoestáveis têm sido 
descritas na literatura e são de interesse comercial. Em estudos realizados por 
Siddalingeshwara e Lingappa (2011) com L-asparaginase de Aspergillus terreus 
KLS2, esta reteve 80% e 50% de sua atividade quando foi incubada a 50 °C durante 
30 e 60 minutos, respectivamente. A L-asparaginase comercial da linhagem 
recombinante de Aspergillus oryzae tem sua atividade reduzida rapidamente em 
temperaturas acima de 60 °C (Novozymes, 2007; Food standards, 2007). As L-
asparaginases de A. oryzae CCT 3940 e A. niger LBA 02 aqui relatadas foram mais 
termoestáveis do que a L-asparaginase de Aspergillus terreus KLS2 relatada por 
Siddalingeshwara e Lingappa (2011) visto que mantiveram, após 1 hora a 50°C, 
99,1% e 100% da atividade inicial, respectivamente. 
5.2.4. Efeito do pH na estabilidade das L-asparaginases de Aspergillus 
niger LBA 02, Aspergillus oryzae CCT 3940 e Aspergillus oryzae LBA 
01 e L-asparaginase comercial 
O estudo da influência do pH na estabilidade enzimática da L-asparaginase 
foi realizado de acordo com o método descrito no item 4.3.4.4. A Figura 16 ilustra o 
efeito do pH na estabilidade enzimática das L-asparaginases das três linhagens 
estudadas. 
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Figura 16. Efeito do pH na estabilidade da L-asparaginase dos extratos 
enzimáticos brutos de Aspergillus niger LBA 02, Aspergillus oryzae CCT 3940 e 
Aspergillus oryzae LBA 01 e L-asparaginase comercial.  
 
A L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 após ser incubada em pH 3, 4, 
5, 6, 7, 8, 9 e 10 na temperatura de 40 °C por 60 min reteve 21,0%, 49,5%, 71,2%, 
81,6 %, 95,5%, 99,1%, 61,2% e 51,9% de atividade residual, respectivamente. Tais 
resultados mostram que a L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 é mais estável na 
faixa de pH 5,0 a 8,0.  
A L-asparaginase de A. oryzae LBA 01 após ser incubada em pH 3, 4, 5, 6, 
7, 8, 9 e 10, na temperatura de 40 °C por 60 min apresentou 14,9%, 25,1%, 48,2%, 
87,8%, 101,0%, 77,0%, 69,1% e 32,6% de atividade residual, respectivamente. Tais 
resultados mostram que a L-asparaginase de A. oryzae LBA 01 é estável na faixa de 
pH 6,0 a 8,0. A faixa de pH de estabilidade encontrada para as duas linhagens de 
Aspergillus oryzae estudadas é a faixa desejável para a aplicação em produtos 
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amiláceos visando a redução dos teores de acrilamida (Novozymes, 2007; Food 
Standards, 2007). 
A L-asparaginase de A. niger LBA 02 mostrou maior estabilidade na faixa 
de pH 8,0 a 9,0, sendo instável na faixa ácida de pH. Após incubação da L-
asparaginase de A. niger LBA 02 em pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 na temperatura de   50 
°C por 60 min, foi observado 11,2%, 29,8%, 51,2%, 62,3%, 80,9%, 98,9%, 100% e 
51,5% de inibição, respectivamente. Os testes de estabilidade de pH revelaram que 
as enzima de A. oryzae 3940 e a L-asparaginase comercial foram estáveis na faixa 
de pH 5,0 a 8,0, retendo mais de 70% da sua atividade (Figura 16). L-asparaginases 
com atividade na faixa de pH entre 5,5 a 8,0 são recomendados para aplicação em 
produtos amiláceos (Pedreschi et al., 2011). Isto indica que a L-asparaginases de A. 
oryzae CCT 3940 é adequada para a redução dos níveis de acrilamida em produtos 
de amido. 
Eisele et al. (2011) estudaram a influência do pH na atividade de L-
asparaginase obtida de um basidiomiceto, Flammulina velutipes. Neste estudo, as 
enzimas foram incubadas em pH 3, 4, 5 , 6, 7 ,8, 9 por 16 h. A enzima L-asparaginase 
de Flammulina velutipes mostrou elevada estabilidade na faixa de pH de 3 - 9, retendo 
pelo menos 85% da sua atividade máxima após 16 h de incubação.  
A L-asparaginase de Streptomyces gulbargensis descrita por Amena et al. 
(2010) e de Pseudomonas stutzeri MB-405 estudada por Mana et al. (1995) 
mantiveram mais de 80% da sua atividade na faixa de pH 7 a 10. Kumar et al. (2011) 
verificaram que a L-asparaginase purificada de Pectobacterium carotovorum MTCC 
1428 é estável na faixa de pH 7,5 a 9,0, valores semelhantes foram encontradas para 
a L-asparaginase de A. niger LBA 02 relatada neste trabalho. 
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5.2.5. Cinética de inativação térmica das L-asparaginases de 
Aspergillus niger LBA 02, Aspergillus oryzae CCT 3940 e Aspergillus 
oryzae LBA 01 e L-asparaginase comercial 
Um estudo detalhado da cinética de inativação térmica para as L-
asparaginases de A. oryzae CCT 3940,A. oryzae LBA 01, A. niger LBA 02 e L-
asparaginase comercial foi realizado a diferentes temperaturas (10 - 70 °C). As 
constantes de desnaturação (kd) foram calculadas e estão indicadas na Tabela 6. O 
valor de kd aumentou com o aumento da temperatura para todas as L-asparaginases 
estudadas, indicando que a atividade de L-asparaginase diminui a temperaturas mais 
elevadas, especialmente acima de 60 °C. A meia-vida (t1/2) e o tempo redução decimal 
(D) são importantes parâmetros usualmente utilizados na caracterização da 
estabilidade da enzima. O valor de z representa o intervalo de temperatura que 
ocasiona uma variação de 10 vezes na velocidade de destruição, ou seja, determina 
quantos graus a temperatura de processamento deve aumentar para que o tempo de 
processamento possa sofrer uma redução decimal. Quanto menor o valor z, tanto 
maior a variação da velocidade de destruição com a temperatura de exposição. (Pinto, 
2010).O aumento da temperatura de 20 a 70 °C resultou em uma diminuição nos 
valores de t1/2 e nos valores de D para todas as L-asparaginases testadas (Tabela 6). 
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Tabela 6. Parâmetros cinéticos para a inativação térmica das L-asparaginases 
de Aspergillus oryzae CCT 3940, Aspergillus oryzae LBA 01, Aspergillus niger 
LBA 02 e L-asparaginase comercial em diferentes temperaturas.  
Temperatura (°C) kd (h-1) t1/2 (h) D (h) 
A. oryzae CCT 3940 
10 0,007 ± 0,000c 276,93 ± 0,02a 919,94 ± 22,15a 
20 0,007 ± 0,002c 276,92 ± 6,66a 919,85 ± 54,74a 
30 0,008 ± 0,004c 156,14 ± 6,67b 518,43 ± 47,13b 
40 0,011 ± 0,003c 64,92 ± 14,13c 215,74 ± 62,23c 
50 0,013 ± 0,006c 55,31 ± 18,45c 183,84 ± 4,56c 
60 0,382 ± 0,018b 1,82 ± 0,08d 6,08 ± 0,29d 
70 1,172 ± 0,033a 0,62 ± 0,03e 2,01 ±0,05d 
A. oryzae LBA 01 
10 0,01 ± 0,000f 53,93 ± 0,21b 229,80 ± 0,45a 
20 0,02 ± 0,014f 82,62 ± 18,87a 101,06 ± 6,22b 
30 0,13 ± 0,007e 6,30 ± 1,25c 21,03 ± 3,15c 
40 0,21 ± 0,004d 3,45 ± 0,09c 11,29 ± 2,22d 
50 0,46 ± 0,009c 1,56 ± 0,21c 5,15 ±0,12e 
60 1,14 ± 0,037b 0,62 ± 0,03c 2,02 ± 0,07e 
70 1,69 ± 0,041a 0,42 ±0,01c 1,43 ± 0,03e 
A. niger LBA 02 
10 0,007 ± 0,000c 276,9 ± 4,45a,b 919,83 ± 14,77b 
20 0,004 ± 0,001c 311,6 ± 6,67a 1035,08 ± 22,15a 
30 0,012 ± 0,002c 59,4 ± 8,25b,c 197,42 ± 27,43c 
40 0,011 ± 0,001c 64,8 ± 3,63b,c 215,25 ± 12,08c 
50 0,024 ± 0,009c 38,1 ± 6,68c 126,86 ± 8,85d 
60 0,284 ± 0,062b 2,5 ± 0,48c 8,33 ± 1,62e 
70 1,131 ± 0,063a 0,6 ± 0,03c 2,00 ± 0,11e 
Enzima comercial 
10 0,007 ± 0,001c 276,92 ± 36,17a 919,88 ± 26,46a 
20 0,010 ± 0,001c 265,43 ± 37,58a 881,50 ± 23,04b 
30 0,014 ± 0,002c 252,81 ± 38,09a 839,63 ±24,96c 
40 0,065 ± 0,011c 11,73 ± 4,64b 38,70 ± 9,44d 
50 0,094 ± 0,021c 7,58 ± 1,71b 25,15 ± 5,70d 
60 0,534 ± 0,181b 1,31 ± 0,06b 4,38 ± 0,21d 
70 2,412 ± 0,111a 0,30 ± 0,01b 1,05 ± 0,05d 
Os resultados são apresentados como a média ± desvio padrão de três determinações. Nas colunas, 
os valores seguidos pela mesma letra não diferem estatisticamente (p > 0,05). 
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Uma relação linear foi observada no gráfico de log D em função da 
temperatura. A partir deste gráfico, o valor de z foi calculado como 21,8 °C para a L-
asparaginase de A. oryzae CCT 3940 (r2 = 0,9274), 23,6 °C para a L-asparaginase de 
A. oryzae LBA 02 (r2 = 0,9851), 22,7 °C para a L-asparaginase de A. niger LBA 01 (r2 
= 0,8651) e 20,6 ° C para a L-asparaginase comercial (r2 =0,8805). Os valores de z 
encontrados indicam sensibilidade ao calor. 
5.2.6. Efeito de diferentes sais e compostos na atividade das L-
asparaginases de Aspergillus niger LBA 02, Aspergillus oryzae CCT 
3940 e Aspergillus oryzae LBA 01 e L-asparaginase comercial 
A atividade das L-asparaginases não foi fortemente inibida pela presença 
de NaCl, KCl e CaCl2 e esta característica é importante para a aplicação da enzima 
na indústria de alimentos para reduzir os níveis de acrilamida (Tabela 7).  
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Tabela 7. Influência de vários sais e outros compostos na atividade enzimática da L-asparaginase de Aspergillus oryzae 
CCT 3940, Aspergillus oryzae LBA 01, Aspergillus niger LBA 02 e L-asparaginase comercial. 
  
A. oryzae CCT 3940 A. oryzae LBA 01 
  
1 mM 5 mM 10 mM 1 mM 5 mM 10 mM 
NaCl  97,9 ± 1,2a,b 102,1 ± 6,3a 103,8 ± 7,9a 98,8 ± 9,8a,b 97,8 ± 5,4a,b 96,8 ± 6,5b,c 
KCl 102,0 ± 2,4a,b 99,6 ± 4,5b,c 99,0 ± 3,0b,c 98,8 ± 2,8b,c 97,8 ± 2,9b,c 96,8 ± 2,8b,c 
CaCl2  99,8 ± 3,2b,c 97,8 ± 6,7b,c 100,8 ± 2,8b,c 98,8 ± 3,6b,c  93,8 ± 2,1c,d 120,8 ± 2,5a 
ZnCl2 99,8 ± 7,8b,c 80,9 ± 9,8c 79,8 ± 3,1c 152,7 ± 5,3a 139,7 ± 3,1a,b 112,8 ± 3,3a,b,c 
MgCl2 98,8 ± 4,2b,c 100,8 ± 6,4b,c 92,8 ± 2,9c 132,7 ± 4,6a 131,7 ± 3,3a 126,7 ± 4,6a 
MnCl2 149,7 ± 2,3b 142,7 ± 4,3b,c 122,8 ± 2,9d,e 110,8 ± 4,6e 152,7 ± 3,3b 110,8 ± 2,1e 
CuSO4 99,8 ± 5,6a,b 49,8 ± 0,9e 38,8 ± 1,2f,g 80,8 ± 3,2c 40,8 ± 0,8f 31,8 ± 2,3g 
FeCl3 87,8 ± 4,3e 88,8 ± 2,7e 102,8 ± 3,3c 132,7 ± 2,1a 124,7 ± 2,1b 121,7 ± 2,8b 
EDTA 131,7 ± 2,1b 112,8 ±3,4d 122,8 ± 3,7c 96,8 ± 2,9e 101,8 ± 2,7d,e 99,7 ± 2,9d,e 
L-cisteína 103,8 ± 2,2b 102,7 ± 3,9b,c 101,7 ± 3,3c 93,8 ± 3,1d,e 94,8 ± 2,3d 95,8 ± 2,5c,d 
N3Na 110,8 ± 3,8a,b 114,2 ± 3,0a 98,8 ± 0,1c,d 94,0 ± 0,3d 95,l ± 0,2d 96,5 ± 3,2d 
p-CMB 2,0 ± 0,5f 1,0 ± 0,1f 3,0 ± 0,4f 15,0 ± 0,6e 20,0 ± 1,2d 23,0 ± 2,3d 
Iodoacetamida 2,0 ± 0,8e 3,0 ±0,1e 2,0 ± 0,2e 12,0 ± 0,4c 10,0 ± 0,3c,d 8,0 ± 0,1d 
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Tabela 7. Continuação 
                                         A. niger LBA 02        Enzima comercial 
 1 mM 5 mM 10 mM 1 mM 5 mM 10 mM 
NaCl  81,9 ± 8,8d 88,2 ± 9,8c,d 93,5 ± 2,3c 97,8 ± 1,2a,b 100,3 ± 1,2a 99,1 ±1,2a,b 
KCl 94,5 ± 3,3c 110,3 ± 2,5a 105,0 ±4,7a,b 85,0 ± 2,5d 85,5 ± 2,2d 74,8±1,6e 
CaCl2  71,4 ± 1,8e 70,4 ± 0,9e 106,1 ± 3,2b 85,4 ± 2,6d 84,5 ± 2,8d 65,5 ± 1,9e 
ZnCl2 104,0 ± 2,6a,b,c 102,9 ± 2,9a,b,c 109,2 ± 2,7a,b,c 97,8 ± 2,1b,c 101,7 ± 3,8a,b,c 99,0 ± 0,9b,c 
MgCl2 102,9 ± 5,1b,c 101,9 ± 4,5b,c 93,5 ± 2,9c 106,6 ± 2,7b 95,8 ±1,3b,c 98,2 ± 1,2b,c 
MnCl2 154,4 ± 4,5b 171,2 ± 5,2a 150,2 ± 2,9b 172,6 ± 3,4a 149,5 ± 6,7b 129,0 ± 2,8c,d 
CuSO4 97,7 ± 4,2b 104,0 ± 1,4a,b 108,2 ± 3,4a 72,6 ± 0,7c,d 80,9 ± 1,2c 71,4 ± 1,9d 
FeCl3 101,9 ± 3,1c,d 93,5 ± 2,1d,e 108,2 ± 3,1c 102,0 ± 4,5c,d 102,0 ± 0,8c,d 99,1 ± 2,7d 
EDTA 131,3 ± 3,5b 151,2 ± 4,2a 104,0 ± 3,1d 95,2 ± 2,6e 96,4 ± 2,1e 97,2 ± 3,2d,e 
L-cisteína 115,5 ± 1,9a 105,0 ± 3,2b 108,2 ± 1,2a,b 87,1 ± 2,6e 87,5 ± 2,3e 108,6 ± 3,3a,b 
N3Na 105,0 ± 3,3b,c 109,2 ± 3,5a,b 115,5 ± 1,7a 58,3 ± 1,3e 58,3 ± 1,0e 60,0 ± 0,8e 
p-CMB 0,4 ± 0,1f 0,8 ± 0,2f 1,2 ± 0,1f 98,1 ± 3,7a 58,5 ± 3,0b 48,6 ± 2,4c 
Iodoacetamida 0,6 ± 0,1e 0,6 ± 0,2e 0,2 ± 0,0e 103,0 ± 3,1a 60,7 ± 1,8b 62,8 ±1,9b 
Os resultados são apresentados como a média (n = 3) ± DP (desvio padrão). Nas linhas, os valores seguidos pela mesma letra não são estatisticamente 
diferentes (p <0,05). Considerando 100% a atividade enzimática na ausência de sais e inibidores. 
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A presença de ZnCl2, FeCl3 e MgCl2 aumentou a atividade de L-asparaginase 
de A. oryzae LBA 01 e não alterou substancialmente as demais enzimas. No entanto, 
o MnCl2 atuou como ativador para todas as L-asparaginases estudadas e aumentou 
a atividade da enzima comercial em 70% na concentração de 1 mM. Thakur et al. 
(2014) e Huang et al. (2014) também relataram que o íon Mn2+ foi um ativador para a 
L-asparaginase de Mucor hiemalis e Rhizomucor miehei. A presença de CuSO4, 
especialmente a 10 mM, atuou como inibidor para as L-asparaginases de A. oryzae 
CCT 3940 e A oryzae LBA 01, isso pode ter ocorrido devido à precipitação de 
proteínas, uma vez que, os metais como o Cu2+, em elevadas concentrações (> 1 mM) 
são precipitadores de proteína em geral (Whitaker, 1993). A presença de EDTA (ácido 
etilenodiaminotetracético) aumentou ligeiramente a atividade da L-asparaginase de A. 
oryzae CCT 3940 e de A. niger LBA 02. Thakur et al. (2014) relataram que o EDTA 
não apresentou efeito sobre a L-asparaginase de Mucor hiemalis, confirmando a 
natureza não-metaloproteica da enzima. A presença de azida de sódio (N3Na) afetou 
apenas a enzima comercial e reduziu a sua atividade em 40%. A presença de L-
cisteína alterou apenas a atividade de L-asparaginase de A. oryzae LBA 01 que 
apresentou cerca de 10% de redução. Em 2011, Kumar et al. observaram que a L-
cisteína e a L-histidina aumentaram a atividade enzimática da L-asparaginase de 
Pectobacterium carotovorum MTCC 1428.  
Os compostos p-cloromercuribenzoato (p-CMB) e iodoacetamida (IA) na 
concentração de 1 mM inibiram fortemente (88 a 98%) as L-asparaginases de A. 
oryzae CCT 3940, A. oryzae LBA 01 e A. niger LBA 02. A L-asparaginase comercial 
não foi fortemente inibida pelos compostos p-cloromercuribenzoato e iodoacetamida 
na concentração de 1 mM retendo mais que 98% da atividade inicial, no entanto, foi 
inibida cerca de 41,5% e 39,3% na presença p-cloromercuribenzoato e iodoacetamida 
na concentração de 5 mM. 
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5.2.7. Determinação dos parâmetros cinéticos Km e Vmax das L-
asparaginases de Aspergillus niger LBA 02, Aspergillus oryzae CCT 
3940 e Aspergillus oryzae LBA 01 e L-asparaginase comercial 
Os parâmetros cinéticos Km e Vmax das L-asparaginases de A. oryzae CCT 
3940, A. oryzae LBA 01, A. niger LBA 02 e enzima comercial foram determinados 
como descrito no item 4.3.4.7. A Figura 17 mostra as curvas de Lineweaver Burk para 
determinação de Km e Vmax. 
 
Figura 17. Determinação dos parâmetros cinéticos Km e Vmax das L-
asparaginases dos extratos enzimáticos brutos de Aspergillus niger LBA 02, 
Aspergillus oryzae CCT 3940 e Aspergillus oryzae LBA 01 e L-asparaginase 
comercial segundo Lineweaver-Burk.  
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Todas as L-asparaginases estudadas demonstraram afinidade para o 
substrato de L-asparagina. Os valores de Km e Vmax da L-asparaginase de A. oryzae 
CCT 3940 foram estimados em 2,09 mM e 35,8 U mL-1, respectivamente (Tabela 8). 
A L-asparaginase de A. oryzae LBA 01 apresentou valores de Km e Vmax estimadas 
em 5,07 mM e 57,14 U mL-1, respectivamente. O Km e Vmax para a L-asparaginase de 
A. niger LBA 02 foram 1,41 mM e 39,22 U mL-1, respectivamente, e da L-asparaginase 
comercial, os valores de Km e Vmax foram 5,06 mM e 588,24 mL-1, respectivamente 
(Tabela 8). Os valores de Km das três L-asparaginases de Aspergillus foram próximos 
ao valor encontrado para a enzima comercial. Somente a L-asparaginase de A. niger 
LBA 02 exibiu atividade sobre o substrato L-glutamina. 
Tabela 8. Parâmetros cinéticos das L-asparaginases utilizando os substratos L-
asparagina e L-glutamina para as L-asparaginases de Aspergillus oryzae CCT 
3940, Aspergillus oryzae LBA 01 e Aspergillus niger LBA 02. 
 
Atividade específica     
(U mg-1 proteína) Vmax (U mL-1) Km (mM) 
L-asparagina 
A. oryzae 3940 42,2 ± 2,34b 35,8 ± 2,12b 2,09 ± 0,32b 
A. oryzae LBA 01 38,1 ± 3,24b 57,1 ± 4,32b 5,07 ± 0,21a 
A. niger LBA 02 52,9 ± 5,21b 39,2 ± 1,21b 1,41 ± 0,02b 
Comercial 600,3 ± 20,21a 588,2 ± 23a 5,06 ± 1,03a 
L-glutamina 
A. oryzae 3940 0,00b - - 
A. oryzae LBA 01 0,00b - - 
A. niger LBA 02 1,02 ± 0,01a - - 
Comercial 0,00b - - 
Os resultados são apresentados como a média (n = 3) ± DP (desvio padrão). Nas colunas, os 
valores seguidos pela mesma letra não são estatisticamente diferentes (p<0,05). 
 
Jones e Mortimer (1973) investigaram os parâmetros cinéticos da L-
asparaginase de levedura obtendo para o Km o valor de 0,25 mM de L-asparagina, 
valor este que é intermediário aos relatados para a L-asparaginase II de Escherichia 
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coli e para L-asparaginase obtida do soro de roedores (Cavia porcellus) que possuem 
valores de Km de 0,013 mM (Broome, 1968; Ho et al., 1970) e 2,2 mM (Tower et 
al.,1963), respectivamente.  
Willis e Woolfolk (1974) verificaram que a L-asparaginase de Escherichia 
coli apresentou Km de 3,5 mM. Em 2011, Kumar et al. relataram que os valores de Km 
e Vmax da L-asparaginase purificada de Pectobacterium carotovorum MTCC 1428 
foram 0,657 mM de L-asparagina e 4,45 U µg-1, respectivamente, indicando que esta 
L-asparaginase apresenta alta afinidade pelo substrato.  
Patro e Gupta (2012) relataram que a L-asparaginase purificada de 
Penicillium sp, apresentou valor Km de 4,00 mM, enquanto que Moreno-Enríquez et 
al. (2012) encontraram valor de Km de 8,9 mM para a L-asparaginase de Rhizobium 
etli.  
Para as etapas de otimização da produção de L-asparaginase escolheu-se 
a linhagem produtora de enzima com as melhores características bioquímicas visando 
a aplicação final. Considerando o pH ótimo de atividade e estabilidade, bem como a 
temperatura ótima e de estabilidade e os parâmetros cinéticos da enzima e visando a 
aplicação da mesma em produtos amiláceos foi selecionada a linhagem de Aspergillus 
oryzae CCT 3940 para a produção da L-asparaginase. Assim, as demais etapas estão 
relacionadas a enzima L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940. 
5.3. Estudo da otimização da produção da L-asparaginase de Aspergillus 
oryzae CCT 3940 
O estudo da otimização da produção de L-asparaginase foi realizado como 
descrito no item 4.4. 
As fontes de carbono estudadas (glicose, sacarose, frutose, lactose e 
extrato de malte) foram escolhidos com base nos seguintes dados descritos na 
literatura: Baskar e Renganathan (2011a) observaram que a glicose (19,04 U mL-1 ) 
foi a melhor fonte de carbono para a produção de L-asparaginase de Aspergillus 
terreus MTCC 1782 seguido por frutose, sacarose, lactose e maltose. Kenari et al. 
(2011) encontraram que a lactose foi a melhor fonte de carbono para a produção de 
L-asparaginase por Escherichia coli ATCC 11303, seguido de sacarose, frutose e 
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maltose. Amena et al. (2010) verificaram que a maltose foi a melhor fonte de carbono 
para a L-asparaginase de Streptomyces gulbargensis. Neste estudo, utilizou-se o 
extrato de malte, uma vez que contém uma elevada concentração de maltose. Desta 
forma, procurou-se estudar as fontes mais citadas de carbono e verificar qual era a 
melhor para a produção de L-asparaginase por A. oryzae CCT 3940. 
As fontes de nitrogênio investigadas neste estudo (L-asparagina, L-prolina, 
L-metionina e L-tirosina) também foram escolhidos com base nos dados descritos na 
literatura: Baskar Renganathan (2011a) observaram que a L-asparagina 1% melhorou 
a produção de asparaginase de Aspergillus terreus MTCC 1782 e Amena et al. (2010) 
relataram que a L-asparagina (0,5%) foi a melhor fonte de nitrogênio para L-
asparaginase de Streptomyces gulbargensis. Sarquis et al. (2004) investigaram o 
efeito de diferentes fontes de nitrogênio (L-asparagina, L-prolina, glutamina) e ureia 
para a produção de L-asparaginase de A. terreus e a melhor fonte encontrada foi a L-
prolina (2%). 
Portanto, neste trabalho foram estudadas quatro fontes de nitrogênio 
relevantes visando a otimização da produção de L-asparaginase por A. oryzae CCT 
3940. 
No ensaio de seleção de variáveis utilizando o delineamento do tipo 
Plackett-Burman, as variáveis foram escolhidas como descrito a seguir: 
Os parâmetros físicos (temperatura, pH inicial, concentração de inóculo, 
velocidade de agitação e tempo de fermentação) foram escolhidos uma vez que a 
produção de L-asparaginase é substancialmente influenciada pela composição dos 
meios de fermentação e por fatores físicos (Baskar e Renganathan, 2011b). O farelo 
de aveia foi estudado com a finalidade de verificar se a adição deste componente de 
baixo custo poderia influenciar positivamente a produção de L-asparaginase. A L-
asparagina foi testada uma vez que pode atuar como um indutor para a produção de 
asparaginase. Finalmente, o extrato de levedura foi escolhido com o objetivo de 
verificar se este poderia aumentar a produção da enzima, uma vez que Baskar e 
Renganathan (2011a) observaram que a adição de extrato de levedura (1%) melhorou 
a produção de L-asparaginase por A. terreus MTCC 1782. Kenari et al. (2011) também 
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relataram que o extrato de levedura aumentou a produção de L-asparaginase por 
Escherichia coli ATCC 11303.  
 
5.3.1 Seleção das fontes de nitrogênio e carbono de modo univariado 
para o cultivo do fungo e produção da L-asparaginase de Aspergillus 
oryzae CCT 3940 
A melhor fonte de carbono para a produção de L-asparaginase de A. oryzae 
CCT 3940 foi a glicose (31,80 ± 3,89 U mL-1), seguido pela lactose (22,08 ± 3,15 U 
mL-1) e sacarose (19,32 ± 1,45 U mL-1) (Figura 18). As menores atividades de L-
asparaginase foram obtidas com extrato de malte e frutose como fonte de carbono. 
Um resultado semelhante para a fonte de carbono foi encontrado por Baskar e 
Renganathan (2011b) em um estudo com L-asparaginase de A. terreus MTCC 1782. 
Os autores verificaram que a glicose (0,4%) foi a melhor fonte de carbono para a 
produção de L-asparaginase (22,61 U mL-1) em meio Czapek Dox modificado. A 
presença de glicose no meio favoreceu ligeiramente a atividade e foi uma boa escolha 
em comparação com outros substratos por causa de seu baixo custo (Kumar et al., 
2010). 
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Figura 18. Efeito de diferentes fontes de carbono no meio de cultura para 
fermentação de Aspergillus oryzae CCT 3940 e produção de L-asparaginase. 
 
A melhor fonte de nitrogênio para a produção de L-asparaginase por A. 
oryzae CCT 3940 foi a L-prolina (35,97 ± 2,50 U mL-1), seguida pela L-asparagina 
(23,47 ± 4,04 U mL-1) e L-tirosina (19,93 ± 2,01 U mL-1). Não houve atividade de L-
asparaginase no meio de cultura contendo L-metionina como única fonte de nitrogênio 
(Figura 19). Sarquis et al. (2004) investigaram várias fontes de nitrogênio (L-
asparagina, L-prolina, L-glutamina e ureia) para a produção de L-asparaginase por A. 
terreus. De acordo com os autores, os maiores valores de atividade foram obtidos 
após 48 horas de fermentação em meio Czapeck Dox contendo 2% de L-prolina. Estes 
resultados estão de acordo com os encontrados neste estudo para a L-asparaginase 
de A. oryzae CCT 3940.  
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Figura 19. Efeito de diferentes fontes de nitrogênio no meio de cultura para a 
fermentação de Aspergillus oryzae CCT 3940 e produção de L-asparaginase. 
 
5.3.2 Seleção das variáveis de produção da L-asparaginase de 
Aspergillus oryzae CCT 3940: delineamento Plackett-Burman 
A triagem das variáveis que afetam a produção de L-asparaginase por A. 
oryzae CCT 3940 foi realizada por delineamento do tipo Plackett-Burman (PB) 
conforme descrito no item 4.4.2. 
No delineamento do tipo PB, a atividade de L-asparaginase variou 
consideravelmente de 0,38 a 51,44 U mL-1, após 72 h de fermentação, este fato reflete 
a importância das variáveis selecionadas para avaliar a otimização da produção de L-
asparaginase (Tabela 9). Essa grande variação reflete também a importância da 
otimização do meio de cultura para alcançar uma maior produtividade (Abdel-Fattah e 
Olama, 2002). De acordo com Drainas et al. (1977), os efeitos dos parâmetros da 
cultura na síntese de L-asparaginase variam de um micro-organismo para outro, 
revelando um conjunto de variáveis complexo que afeta a produção de L-
asparaginase e que deve ser estudado. O delineamento do tipo PB permite o cálculo 
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do efeito de um grande número de variáveis de maneira rápida e eficiente (Plackett e 
Burman, 1946). 
Tabela 9. Matriz do delineamento experimental do tipo Plackett-Burman com os 
valores e as respostas codificadas para a fermentação de Aspergillus oryzae 
CCT 3940 e produção de L-asparaginase. 
Ensaios 
Variáveis/níveis 
Atividade de         
L-asparaginase     
(U mL-1) 
x1* x2* x3* x4* x5* x6* x7* x8* x9* 72 h 
1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 5,69i 
2 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 3,82k 
3 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 -1 4,87i,j 
4 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 -1 51,44a 
5 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 1 21,94d 
6 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 -1 25,48c 
7 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 -1 9,69g 
8 1 -1 1 -1 1 1 1 1 -1 2,84l 
9 1 1 -1 1 -1 1 1 1 1 49,72b 
10 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 1 4,73i,j 
11 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 1 7,98h 
12 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 1 9,42g 
13 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 -1 0,38n 
14 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 1 1,27m 
15 -1 -1 -1 1 -1 -1 1 1 -1 4,13j,k 
16 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1,95m 
17 (C) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10,67f 
18 (C) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9,90g 
19 (C) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11,99e 
x1: pH inicial do meio de cultura, x2: Temperatura (°C), x3: Taxa de agitação (rpm), x4: Concentração de 
inóculo (esporos mL-1), x5: Concentração de glicose (%m/v), x6: Concentração de farelo de aveia 
(%m/v), x7: Concentração de L-prolina (%m/v), x8: Concentração de L-asparagina (%m/v) e x9: 
Concentração de extrato de levedura (%m/v). Os valores de atividade de L-asparaginase são 
apresentados como a média (n = 3), aqueles com letras diferentes são significativamente diferentes 
pelo teste de Tukey, com p<0,05. 
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As estimativas dos efeitos em 72 horas de fermentação foram usadas para 
selecionar as variáveis que mais influenciaram a atividade de L-asparaginase. O 
delineamento do tipo PB mostrou que a concentração do inóculo, pH inicial do meio 
de cultura, temperatura, concentração de L-asparagina, velocidade de agitação (rpm) 
e a concentração de extrato de levedura foram as variáveis que apresentaram um 
efeito positivo sobre a atividade de L-asparaginase, do mais para o menos relevante 
(Tabela 10). Os fatores altamente significativos foram a concentração do inóculo (p-
valor = 0,005) e o pH inicial do meio de cultura (p-valor = 0,037) a 95% de significância 
(Tabela 10). Amena et al. (2010) verificaram que na produção de L-asparaginase de 
Streptomyces gulbargensis a otimização da concentração do inóculo foi necessária 
visto que poucos esporos resultaram em uma quantidade de biomassa insuficiente, 
ao passo que muitos esporos resultaram em superprodução de biomassa e rápida 
depleção de nutrientes (Amena et al., 2010). 
 
Tabela 10. Estimativa dos efeitos para a resposta atividade de L-asparaginase 
(U mL-1) produzida por Aspergillus oryzae CCT 3940 a partir dos resultados do 
delineamento PB após 72 horas de fermentação. 
Fatores Efeito* p-valor 
pH inicial do meio de cultura (x1) 12,65 0,037 
Temperatura (°C) (x2) 10,98 0,063 
Taxa de agitação (rpm) (x3) 4,47 0,411 
Concentração de inóculo (esporos mL-1) (x4) 19,28 0,005 
Concentração de glicose (%m/v) (x5) -5,63 0,306 
Concentração de farelo de aveia (%m/v) (x6) -0,37 0,944 
Concentração de L-prolina (%m/v) (x7) -4,00 0,459 
Concentração de L-asparagina (%m/v) (x8) 6,06 0,272 
Concentração de extrato de levedura (%m/v) (x9) 0,47 0,929 
*Erro padrão: 2,59. 
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O aumento na concentração de glicose para valores acima de 0,5% e a 
concentração em prolina para valores maiores que 2%, apresentou efeito negativo 
sobre a atividade de L-asparaginase (Tabela 10). Isto pode ser explicado pelo 
intervalo escolhido para o estudo, que tem como ponto inferior (-1) para glicose e L-
prolina concentrações citadas na literatura como os valores adequados para a 
produção de L-asparaginase (Sarquis et al., 2004; Baskar e Reganathan, 2011a). 
Assim, o aumento dessa concentração afetou negativamente a atividade enzimática. 
Heinemann e Howard (1969) observaram que quando a concentração de glicose foi 
maior que 1,0%, o meio mudou de alcalino (pH 7,5 a 8,0) para ácido (pH 5,2 a 6,9) 
fato que inibiu a L-asparaginase de Serratia marcenses.  
A presença de farelo de aveia mostrou um ligeiro efeito negativo sobre a 
atividade L-asparaginase. A atividade mais elevada de L-asparaginase (51,44 U mL-
1) ocorreu no Ensaio 4, em que a concentração de glicose e L-prolina estavam no seu 
ponto mínimo, e farelo de aveia não foi adicionado (Tabela 10). 
Em 2010, Sanjeeviroyar et al. realizaram um estudo com L-asparaginase 
de Pectobacterium carotovorum para selecionar as variáveis que influenciaram a 
produção da enzima utilizando um delineamento PB com 12 ensaios. De acordo com 
os autores, o extrato de levedura foi uma das variáveis que mais influenciou a 
produção de L-asparaginase e a L-asparagina foi a variável que menos influenciou a 
atividade de L-asparaginase. Neste estudo, o extrato de levedura também apresentou 
um efeito positivo (0,47), no entanto, não foi estatisticamente significativo. O mesmo 
ocorreu com a suplementação com L-asparagina como indutor que apresentou um 
efeito positivo sobre a atividade de L-asparaginase (6,06), mas não foi 
estatisticamente significativa. Abdel-Fattah e Olama (2002) obtiveram resultados 
similares, a adição de L-asparagina resultou em efeito positivo sobre a atividade de L-
asparaginase de Pseudomonas aeruginosa. Os autores também relataram como 
tendo efeito positivo sobre a atividade de L-asparaginase de Pseudomonas 
aeruginosa os seguintes fatores: temperatura, pH, ureia, água de maceração de milho, 
asparagina, triptona, caseína, cloreto de potássio, cloreto de sódio, sulfato ferroso e 
sulfato de magnésio. 
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5.3.3. Delineamento composto central rotacional para otimizar a 
concentração de inóculo e o pH inicial do meio de cultura para a 
produção de L-asparaginase de Aspergillus oryzae CCT 3940 
Conforme observado com o delineamento do tipo Plackett-Burman, 
determinar o efeito de cada componente do meio e das variáveis de processo é 
essencial para se otimizar a produção de uma enzima.  
A fim de obter as melhores condições para a produção de L-asparaginase 
e conseguir um incremento em sua atividade, esta etapa visou a otimização da 
produção de L-asparaginase com o uso de um delineamento composto central 
rotacional (DCCR) usando como resultado a atividade de L-asparaginase de A. oryzae 
3940. O delineamento composto central rotacional para otimizar o pH inicial do meio 
de cultura e concentração de inóculo foi realizado conforme descrito no item 4.4.3. 
A Figura 20 ilustra a cinética para a atividade de L-asparaginase ao longo 
de 120 h para os 11 ensaios do DCCR, evidenciando que os maiores valores foram 
encontrados no tempo de 72 h de fermentação. Considerando-se que os valores 
máximos de atividade de L-asparaginase foram encontrados em 72 h, escolheu-se 
esse tempo de fermentação para os cálculos da otimização. 
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Figura 20. Cinética de produção de L-asparaginase por Aspergillus oryzae CCT 
3940 dos 11 ensaios do delineamento composto central rotacional. 
 
A Tabela 11 mostra o DCCR com as variáveis independentes (pH inicial do 
meio de cultura e concentração de inóculo) e os resultados para a atividade de L-
asparaginase em U mL-1. O maior valor obtido para a atividade de L-asparaginase foi 
observado no ensaio 11 (67,49 U mL-1), e o menor valor (9,44 U mL-1) foi observado 
no ensaio 6. A pouca variabilidade dos pontos centrais (ensaios 9 a 11) indicou boa 
reprodutibilidade dos dados experimentais.  
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Tabela 11. Matriz para o delineamento composto central rotacional para determinar o pH inicial ótimo e a concentração de 
inóculo ótima para a fermentação de Aspergillus oryzae CCT 3940 e produção de L-asparaginase (U mL-1) com os valores 
codificados e reais para as variáveis e respostas. 
Ensaios 
x1 (pH inicial do meio de 
cultura) 
x2 (Concentração de 
inóculo (esporos mL-1)) Atividade de L-asparaginase (U mL-1)* 
Valor codificado Valor real Valor 
codificado Valor real 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 
1  -1  6,4  -1  1,6 × 107  11,9f  25,6i  50,7d  46,2d  16,2e  
2  1  8,6  -1  1,6 × 107  14,0i  37,6c  27,2h  25,3g  12,6g  
3  -1  6,4  1  4,4 × 107  5,1h  21,2j  13,8j  15,9i  15,1f  
4  1  8,6  1  4,4 × 107  14,8e  29,8e  43,2e  35,1e  20,7c  
5  -1,41  6,0  0  3,0 × 107  13,1j  22,2j  25,6i  22,0h  18,1d  
6  1,41  9,0  0  3,0 × 107  8,2g  15,3k  9,4k  9,6j  6,4h  
7  0  7,5  -1,41  1,0 × 107  16,8d  26,2f  33,4f  29,3f  7,4h  
8  0  7,5  1,41  5,0 × 107  13,5i,j  34,4d  30,9g  29,9f  11,3g  
9  0  7,5  0  3,0 × 107 20,4c  39,9b  59,3c  51,3c  35,1b  
10  0  7,5  0  3,0 × 107  21,2b  40,3b  62,2b  53,8b  35,3b  
11  0  7,5  0  3,0 × 107  22,1a  42,1a  67,5a  59,6a  38,2a  
Os resultados são apresentados como a média (n = 3) ± DP (desvio padrão). Nas colunas, os valores seguidos pela mesma letra não são 
estatisticamente diferentes (p <0,05). As comparações foram feitas entre os valores de atividade de L-asparaginase em cada tempo de 
fermentação e não entre os diferentes tempos de fermentação. 
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Tabela 12. Estimativa dos coeficientes obtidos para o delineamento composto central rotacional obtidos a partir do modelo 
de regressão para as variáveis pH inicial do meio de cultura e concentração de inóculo para a produção de L-asparaginase 
de Aspergillus oryzae CCT 3940 com 72 h de fermentação. 
Fatores Coeficiente Erro padrão t-valor (5) p-valor 
Intercepto 62,96 4,76 13,21 0,00004 
pH inicial do meio de cultura (L) -2,11 2,92 -0,72 0,502 
pH inicial do meio de cultura (Q)* -20,57 3,49 -5,90 0,002 
Concentração de inóculo (L) -3,05 2,92 -1,04 0,345 
Concentração de inóculo (Q)* -13,20 3,49 -3,79 0,013 
pH inicial do meio de cultura × Concentração de inóculo* 13,22 4,13 3,20 0,022 
*Variáveis significativas a 95% de confiança. 
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A Tabela 12 mostra que as variáveis relacionadas ao pH inicial quadrático, 
concentração de inóculo quadrática e a interação linear foram significativas a 95% de 
confiança (p<0,05).  
A validação do modelo matemático que descreve a superfície de resposta 
para o DCCR foi realizada através de análise de variância (ANOVA), uma vez que os 
resultados da regressão são os mais adequados para evidenciar a existência ou não 
de falta de ajuste do modelo e decidir se é possível fazer previsões com base neste 
último.  
Na Tabela 13, encontram-se os resultados de ANOVA. Verificou-se que a 
significância estatística da regressão dada pela razão entre a média dos quadrados 
da regressão pela média quadrática dos resíduos (MQR/MQr) ou Fcalculado, foi de 10,27; 
e que, quando comparado ao nível de significância de 95% com o valor de Ftabelado (5, 
5, 95%); que neste caso foi de 5,05 verifica-se que o Fcalculado é maior que o Ftabelado 
em 1,03 vezes o que fornece dados estatísticos para a existência de uma adequada 
correlação entre as variáveis estudadas e, portanto, esse valor indica uma regressão 
significativa (Neto et al., 2010). A partir da ANOVA verificou-se que a razão da média 
quadrática da falta de ajuste pela média quadrática do erro puro (MQfa/MQep) foi de 
5,93, este valor foi menor do que o valor tabelado para o teste F a 95% de significância 
que é de 19,16 (Ftabelado (3, 2, 95%)); isto indica que não há evidências de falta de 
ajuste para o modelo proposto) (Neto et al. 2010). 
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Tabela 13. Análise da variância pelo método dos mínimos quadrados para o 
modelo polinomial de segunda ordem para a atividade de L-asparaginase de 
Aspergillus oryzae CCT 3940.  
Fonte de 
variação 
Soma dos 
quadrados 
Graus de 
liberdade 
Média dos 
quadrados 
(MQ) 
Fcalculado 
Regressão  3497,43 5 699,49 10,27 
Resíduo  340,52 5 68,10  
Falta de ajuste  306,12 3 102,04 5,93 
Erro puro 34,40 2 17,20  
Total 3837,94 10   
% variação explicada: 91,13 % pelo modelo; máxima % de variação explicada: 99,10.  
 
O desvio padrão relativo (DPR%) para os valores da atividade L-asparaginase 
no ponto central do DCCR foi de 6,6%, indicando uma boa reprodutibilidade do método 
desenvolvido. A análise de variância mostrou ainda que o modelo proposto explicou 
91,3% da variação total explicável em torno da média. A equação para a superfície de 
resposta segue abaixo: 
I = 62,9 − 2,14 ;" − 20,57;"$ − 3,05;$ − 13,20;$$ − 13,22;";$ 
Na qual z é a atividade de L-asparaginase (U mL-1), x1 é o pH inicial do 
meio de cultura e x2 é a concentração de inóculo (esporos mL-1).  
A superfície de resposta e as curvas de nível foram geradas a partir do 
modelo proposto. A atividade da L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 foi maior na 
zona próxima do ponto central, com um pH inicial de cerca de 7,5 e concentração de 
inóculo inicial de 3,0 × 107 (Figura 21).  
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Figura 21. (a) Superfície de resposta e (b) curvas de contorno para a atividade 
de L-asparaginase (U mL-1) de Aspergillus oryzae CCT 3940, em função do pH 
inicial e da concentração de inóculo (esporos mL-1). 
(b) 
(a) 
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Thenmozhi et al. (2011) realizaram um estudo para otimizar os componentes 
do meio de cultura para a produção de L-asparaginase de B. cereus MAB5. As 
variáveis farelo de soja, L-asparagina, aparas de madeira e NaCl, previamente 
identificadas como importantes, foram otimizadas usando um delineamento composto 
central envolvendo metodologia de superfície de resposta. Todas as quatro variáveis 
mostraram influência sobre a atividade de L-asparaginase. A máxima atividade obtida 
nas condições ótimas foi de 51,54 U mL-1.  
Baskar e Renganathan (2011a) relataram que os componentes do meio torta 
de óleo de amendoim, NaNO3, L-asparagina, e sacarose foram identificados como 
significativos para a produção de L-asparaginase por Aspergillus terreus MTCC 1782 
em fermentação submersa usando um delineamento PB. Os componentes 
significativos foram otimizados usando um modelo de regressão com delineamento 
composto central associado a um algoritmo de rede neural artificial. Os autores 
encontraram como condições ótimas para a produção de L-asparaginase: 32 °C, pH 
inicial de 5,8, concentração de inóculo de 1% (v/v), taxa de agitação de 123,5 min-1, 
tempo de fermentação de 55,1 h em frascos Erlenmeyer contendo 50 mL de meio 
Czapeck Dox modificado composto por 0,399 g L-1 de torta de óleo de amendoim, 
0,104 g L-1 de NaNO3, 0,184 g L-1 de L-asparagina, 0,064 g L-1 de glicose, 0,00152 g 
L-1 de K2HPO4, 0,0052 g L-1 de MgSO4.7H2O, 0,0052 g L-1 de KCI, 0,0001 g L-1 de 
ZnSO4.7H2O, 0,0001 g L-1 e FeSO4.7H2O, e 0,0001 g L-1 de CuSO4.H2O por litro de 
meio de cultura, a máxima atividade encontrada foi de 37,84 U mL-1. 
No presente estudo, a atividade máxima da L-asparaginase de A. oryzae 
CCT 3940 obtida após a otimização foi de 67,49 U mL-1. Este valor foi menor do que 
o relatado por Hymavathi et al. (2010), que obtiveram um valor de 164 U mL-1 para a 
atividade de L-asparaginase de Bacillus circulans MTCC 8547 depois de otimizar as 
condições do processo. No entanto, o valor de atividade relatado neste estudo foi 
maior do que os valores otimizados relatados para as L-asparaginases obtidas a partir 
de Aspergillus sp. (19,50 U mL-1) estudada por Sreenivasulu et al. (2009); Aspergillus 
terreus (34,98 U mL-1) descrito por Baskar, e Renganathan (2009); Bipolaris sp. BR438 
(6,20 U mL-1) relatado por Lapmak et al. (2010); Streptomyces gulbargensis (23,90 U 
mL-1) descrito por Amena et al. (2010); Pectobacterium carotovorum MTCC 1428 
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(14,56 U mL-1) estudado por Kumar (2010); Aspergillus terreus MTCC 1782 (37,84 U 
mL-1) relatado por Baskar e Renganathan (2011b) e B. cereus MAb5 (51,54 U mL-1) 
relatado por Thenmozhi et al. (2011). 
Para avaliar a previsibilidade do modelo matemático gerado a partir do 
DCCR, os valores de x1 crítico = -0,105 (pH = 7,4) e x2 crítico = -0,168 (concentração 
de inóculo = 3,2×107 esporos mL-1) foram testados em triplicata e comparados com os 
valores preditos (Tabela 14). Não houve diferença estatística entre a atividade predita 
e o valor médio observado, indicando a boa capacidade de previsão para o modelo 
proposto. 
Tabela 14. Nível das variáveis utilizadas para o teste de validação experimental 
do modelo durante 72 h de fermentação. 
Variáveis 
independentes   
Atividade de L-asparaginase               
(U mL-1) a 72 h 
pH inicial  Concentração de inóculo Resultado predito* Resultado 
experimental** 
x1 x2 
7,4 3,2 × 107 63,32a 60,33 ± 1,86a 
* Resultado predito pelo modelo gerado. 
** Resultado apresentados como a média (n = 3) ± desvio padrão, aqueles com letras diferentes são 
significativamente diferentes pelo teste de Tukey, com p <0,05. 
 
5.4. Estudo da purificação da L-asparaginase do extrato bruto de 
Aspergillus oryzae CCT 3940 
5.4.1. Precipitação da L-asparaginase do extrato bruto de Aspergillus 
oryzae CCT 3940 com sulfato de amônio e etanol 
A fim de garantir a veracidade dos resultados obtidos para determinação 
de proteína e garantir que todos os valores determinados obtidos foram baseados em 
um método confiável, alguns parâmetros de validação analítica foram avaliados. Uma 
curva analítica de albumina de soro bovino foi preparada com sete pontos com 
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concentrações de 0,01 a 20 mg de albumina de soro bovino mL-1. A curva foi feita em 
triplicata em três dias consecutivos. Os dados encontrados para a curva analítica 
encontram-se na Tabela 15. Com os valores médios construíu-se a curva analítica 
mostrada na Figura 22. A cada análise de amostra uma concentração conhecida de 
albumina do soro bovina foi testada para garantir a quantificação. 
 
Figura 22. Curva analítica para a determinação da concentração de proteína pelo 
método de Lowry. 
y = 1,7198x + 0,1008
R² = 0,997
0,000
0,100
0,200
0,300
0,400
0,500
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
Ab
s 
(66
0 
n
m
)
Concentração  (mg albumina de soro bovino mL-1)
122 
 
Tabela 15. Intercepto, inclinação, coeficiente de correlação (r), coeficiente de determinação (r2) e recuperação para a curva 
analítica preparada com albumina de soro bovino. 
CP* Abs a 660 nm (Média dia 01) 
Abs a 660 nm 
(Média dia 02) 
Abs a 660 nm 
(Média dia 03) 
Abs a 660nm (média 
entre os dias) DP 
CV 
(%) IC** IT£ r§ CRƚ R¥ 
0,01 0,1185 0,1390 0,1007 0,1194 0,006 16,1 
  
  
1,72 
  
  
0,10 0,998 
0,01 108,2 
0,02 0,1337 0,1476 0,1279 0,1364 0,002 7,4 0,02 103,5 
0,04 0,1743 0,1543 0,1830 0,1705 0,002 8,6 0,04 101,4 
0,08 0,2309 0,2378 0,2163 0,2283 0,004 4,8 0,07 92,7 
0,12 0,3175 0,3376 0,2972 0,3174 0,006 6,4 0,13 105,0 
0,16 0,3689 0,3999 0,3398 0,3695 0,001 8,1 0,16 97,7 
0,2 0,4367 0,4721 0,4333 0,4474 0,012 4,8 0,20 100,8 
Inclinação 1,68 1,84 1,64 1,72               
Intercepção 0,10 0,10 0,10 0,10               
r 0,999 0,994 0,993 0,998               
r2 0,997 0,989 0,988 0,997                             
*CP Concentração preparada (mg albumina de soro bovino mL-1); **IC Inclinação; £ IT Intercepto; § r Correlação; ƚ CR Concentração real (mg albumina de 
soro bovino mL-1); ¥ R Recuperação (variação pontual). 
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A Tabela 15 mostra que os valores calculados encontrados para a 
concentração de albumina de soro bovino variaram pouco em relação aos valores 
teóricos, indicando boa recuperação do método utilizado. Para o cálculo do limite de 
detecção foram utilizados os valores obtidos da estimativa do desvio padrão (n=3) dos 
coeficientes lineares das diferentes curvas de calibração e a média (n=3) dos 
coeficientes angulares O limite de detecção encontrado para o método foi 0,009 mg 
albumina de soro bovino mL-1. O limite de quantificação foi considerado o menor ponto 
da curva (0,02 mg albumina de soro bovino mL-1) no qual foi testada a repetibilidade e 
obteve-se valores de coeficiente de variação menores que os valores determinados 
pelo critério de aceitação coeficiente de variação menor que o critério de aceitação 
definido pelo DOQ-CGCRE-008 (CV<11%) (INMETRO, 2011). O método aplicado 
também apresentou uma boa recuperação (101,3 % em média). Os valores 
encontrados para os coeficientes de correlação (r) e para o coeficiente de 
determinação (r2) foram satisfatórios, indicando boa linearidade do método. Com 
esses parâmetros pode-se confirmar a qualidade do método empregado para a 
determinação proteína nas amostras estudadas. 
Na Tabela 16, encontram-se os resultados para a precipitação da L-
asparaginase do extrato bruto com sulfato de amônio e etanol.  
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Tabela 16. Precipitação da L-asparaginase do extrato bruto enzimático de Aspergillus oryzae CCT 3940 com sulfato de 
amônio e etanol. 
 
Quantidade 
(mL) 
Atividade         
(U mL-1) 
Proteínas      
(mg mL-1) 
Atividade 
Total (U) 
Proteínas 
Totais (mg) 
Atividade 
específica        
(U mg proteína-1) 
Rendimento 
(%) 
Fator de 
Purificação 
Extrato bruto 1000 61,2 16,1 61200 16100 4 100 1,0 
0-40%* 40 48,0 2,7 1920 108 18 3 4,7 
40-60%* 30 60,0 1,0 1800 30 60 3 15,8 
60-80%* 10 54,0 1,8 540 18 30 1 7,9 
0-80%* 50 175,9 2,7 8795 135 65 14 17,1 
Etanol (50%) 40 70,9 2,0 2836 80 35 5 8,75 
*Precipitação com sulfato de amônio 
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Utilizando os dados da Tabela 16, optou-se por trabalhar com a precipitação com 
sulfato de amônio de 80% devido ao maior fator de purificação da enzima.  
5.4.2. Purificação da L-asparaginase de Aspergillus oryzae CCT 3940 
por cromatografia de troca iônica 
Para a purificação da L-asparaginase, testou-se um conjunto de sete 
colunas de troca iônica, sendo três catiônicas (SP Sepharose Fast Flow, SP 
Sepharose XL, CM Sepharose Fast Flow) e quatro aniônicas (Q Sepharose Fast Flow, 
Q Sepharose XL, DEAE Sepharose Fast Flow, ANX Sepharose). As colunas possuíam 
um volume de 1 mL (0,7 × 2,5 cm). A escolha das colunas foi definida pela melhor 
separação cromatográfica e maior atividade específica. 
O procedimento de purificação sequencial foi resumido na Tabela 17. O 
tampão Tris-HCl em pH 7,0 foi escolhido devido ao fato de a enzima bruta ser estável 
neste pH e devido ao fato de ele poder ser usado tanto em coluna aniônicas quanto 
catiônicas. Além disso, grupos fosfato ou outros componentes dos tampões de 
múltiplas cargas tal como citrato, geralmente competem com substrato carregado 
negativamente pelo sítio ativo carregado positivamente (Scopes, 1994). 
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Tabela 17. Resumo do procedimento de purificação da L-asparagina produzida por Aspergillus oryzae CCT 3940. 
  
Volume 
(mL) 
Atividade 
(U mL-1) 
Proteínas 
(mg mL-1) 
Atividade 
Total (U) 
Proteínas 
Totais 
(mg) 
Atividade 
Específica 
(U mg-1 
proteína) 
Rendimento 
(%) 
Fator de 
Purificação 
Extrato bruto 1500 60,1 6,1 90150 9150 10 100 1,0 
Fracionamento 
com sulfato de 
amônio a 80% 
200 175,9 2,7 35180 540 65 39 6,5 
Coluna Q 
Sepharose™  
60 182,3 2,0 10938 120 91 12 9,1 
Coluna SP 
Sepharose™  
30 209,8 1,8 6294 54 117 7 11,7 
Coluna CM 
Sepharose™  
20 276,1 0,98 5522 19,6 282 6 28,2 
127 
 
A L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 foi purificada 28,2 vezes com 6% 
de rendimento após precipitação com 80% de saturação com sulfato de amônio, 
diálise, cromatografia em colunas Q Sepharose Fast Flow ™, SP Sepharose Fast Flow 
™ e CM Sepharose Fast Flow ™ (Figuras 23). A L-asparaginase purificada 
apresentou atividade específica de 282 U mg-1 (Tabela 17). 
Thakur et al. (2014) purificaram uma L-asparaginase de Mucor hiemalis por 
precipitação com acetona e cromatografia em coluna lecitina-agarose com rendimento 
de 18,46%, sendo que a enzima purificada apresentou atividade específica de 69.43 
U mg-1.  
A L-asparaginase de Penicillium sp. foi purificada 1,9 vezes com 
rendimento de 36,2% após precipitação com 80% de saturação com sulfato de 
amônio, diálise, cromatografia em colunas Sephadex G-100-120 e DEAE-celulose 
com rendimento de 36,20% sendo que a enzima purificada apresentou atividade 
específica de 13,97 mg L-1 (Patro e Gupta, 2012). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
128 
 
 
 
Figura 23. Separação cromatográfica da L-asparaginase produzida por 
Aspergillus oryzae CCT 3940 em colunas (a) Q Sepharose Fast Flow ™, (b) SP 
Sepharose Fast Flow ™ e (c) CM Sepharose Fast Flow ™. 
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5.4.3. Eletroforese em gel SDS-poliacrilamida da L-asparaginase de 
Aspergillus oryzae CCT 3940 
A Figura 24 ilustra a eletroforese SDS-PAGE da preparação de L-
asparaginase purificada por precipitação com sulfato de amônio, cromatografia em 
colunas de Q Sepharose Fast Flow ™, SP Sepharose Fast Flow ™ e CM Sepharose 
Fast Flow ™. A L-asparaginase purificada apresentou massa molecular estimada em 
115 kDa (Figura 25).  
A massa molecular da L-asparaginase de Penicillium brevicompactum NRC 
829 foi estimada em 94 kDa, por Elshafei et al. (2012). 
A L-asparaginase de Aspergillus terrus estudada por Balasubramanian et 
al. (2011) apresentou massa molecular aparente de 94 kDa, enquanto que a L-
asparaginase de Aspergillus terrus PC-1,7 descrita por Loureiro et al. (2012) 
apresentou massa molecular de 136KDa. O valor encontrado neste trabalho está de 
acordo com os relatados na literatura. A L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 
mostrou apenas uma banda de proteína em SDS-PAGE, sugerindo que a enzima é 
composta por uma única cadeia peptídica. 
 
Figura 24. Eletroforese em gel SDS-poliacrilamida da L-asparaginase purificada 
de Aspergillus oryzae CCT 3940. MM: marcadores de massa molecular; CE: 
extrato bruto; PE: L-asparaginase purificada. 
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Figura 25. Relação entre o logaritmo da massa molecular e fator de retenção (Rf) 
dos padrões de proteína para estimativa da massa molecular da enzima L-
asparaginase de Aspergillus oryzae CCT 3940. 
 
5.4.4. Caracterização bioquímica da L-asparaginase purificada de 
Aspergillus oryzae CCT 3940 
A L-asparaginase purificada de A. oryzae CCT 3940 apresentou atividade 
ótima em pH de 8,0 e temperatura de 50 °C (Figuras 26 e 27). Com base nesses 
resultados, foram definidos os níveis para o delineamento experimental que foi 
utilizado para verificar a interação entre as variáveis independentes. 
y = -0,8985x + 5,3084
R² = 0,985
4,6
4,8
5
5,2
5,4
0 0,2 0,4 0,6 0,8
lo
g 
(M
M
)
Rf
Miosina
α2-Macroglobulina
β-Galactosidase 
Transferina 
Glutamina desidrogenase 
L-asparaginase 
131 
 
 
 
Figura 26. Efeito da temperatura na atividade da L-asparaginase purificada de 
Aspergillus oryzae CCT 3940. 
 
Figura 27. Efeito do pH na atividade da L-asparaginase purificada de Aspergillus 
oryzae CCT 3940. 
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5.4.4.1. Efeitos do pH e da temperatura na atividade e estabilidade 
da L-asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 
determinados utilizando delineamento experimental 
A Tabela 18 mostra o DCCR com as suas variáveis independentes (pH e 
temperatura) e os resultados para a atividade de L-asparaginase. O maior valor obtido 
para a atividade de L-asparaginase ocorreu no ensaio 10 (552,2 U mL-1) e o menor, 
no ensaio 4 (133,8 U mL-1). O desvio-padrão relativo (DPR%) para os valores da 
atividade de L-asparaginase no ponto central foi de 5,31%, indicando uma boa 
reprodutibilidade do método desenvolvido. 
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Tabela 18. Matriz do delineamento composto central rotacional (DCCR) para a 
determinação do pH e da temperatura ótima de atividade da L-asparaginase de 
Aspergillus oryzae CCT 3940, com os valores codificados e reais para as 
variáveis e respostas. 
Ensaio x1/pH x2/Temperatura (°C) 
Atividade de L-
asparaginase 
(U.mL-1)  
1 (7,3) -1  (34,4) -1 177,7 
2 (8,7) +1 (34,4) -1 164,3 
3 (7,3) -1 (55,6) +1 378,1 
4 (8,7) +1 (55,6) +1 133,8 
5 (7,0) -1,41 (45) 0 368,6 
6 (9,0) +1,41 (45) 0 167,6 
7  (8,0) 0 (30) -1,41 227,4 
8  (8,0) 0 (60) +1,41 443,3 
9  (8,0) 0 (45) 0 498,0 
10  (8,0) 0 (45) 0 552,2 
11  (8,0) 0 (45) 0 515,3 
 
Os termos lineares e quadráticos para o pH e temperatura apresentaram 
efeito significativo sobre a atividade L-asparaginase, com valores de p<0,05 (Tabela 
19). 
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Tabela 19. Estimativa para os coeficientes obtidos a partir da regressão no 
delineamento composto central rotacional para a determinação do pH e da 
temperatura ótima de atividade da L-asparaginase de Aspergillus oryzae CCT 
3940. 
Fatores Coeficientes Erro padrão t-valor (5) p-valor 
Intercepto* 522,18 35,56 14,68 0,00003 
pH (L)* -135,69 43,62 -3,11 0,027 
pH (Q)* -299,35 52,05 -5,75 0,002 
Temperatura (°C) (L)* 118,94 43,62 2,73 0,041 
Temperatura (°C) (Q)* -231,64 52,05 -4,45 0,007 
pH × temperatura -115,45 61,59 -1,87 0,120 
*Termos significativos (p<0.05) 
 
A ANOVA mostrou que 87,32% da variação total foi explicada pelo modelo. 
O valor de Fcalculado (10,34) para a regressão foi 2,28 vezes maior do que o valor de 
Ftabelado (4,53), refletindo a significância estatística da equação do modelo (Tabela 20). 
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Tabela 20. Análise de variância para o modelo baseado em um polinômio de 
segunda ordem para a atividade ótima de L-asparaginase de Aspergillus oryzae 
CCT 3940. 
Fonte de 
variação 
Soma dos 
quadrados 
Graus de 
liberdade 
Média dos 
quadrados 
Fcalculado* Ftabelado 
Regressão 222357,5 4 55589,38 10,34 4,53 
Resíduo 32261,1 6 5376,85   
Total 254618,6         10    
*Variação explicada pelo modelo reduzido (R²=0,8732).  
 
A superfície de resposta e o gráfico de contorno foram gerados a partir do 
modelo reduzido e encontram-se na Figura 28. A L-asparaginase purificada de A. 
oryzae CCT 3940 foi mais ativa na faixa de pH 7,5 a 8,0 e no intervalo de temperatura 
de 45 a 50 °C. A L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 apresentou atividade ótima 
em temperatura mais elevada que a L-asparaginase de A. terreus descrita por 
Balasubramanian et al. (2011) e de A. niger relatada por Akilandeswari et al. (2012) 
que apresentaram atividade ótima a 25 °C e 35 °C, respectivamente. As L-
asparaginases desses dois últimos micro-organismos apresentaram atividade ótima 
em pH 6,0 e 9,0, respectivamente. 
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Figura 28. (a) Superfície de resposta e (b) curvas de contorno para a atividade 
ótima da L-asparaginase de Aspergillus oryzae CCT 3940 em função do pH e da 
temperatura. 
 
(a) 
(b) 
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A Tabela 21 mostra o delineamento experimental usado para determinar o 
pH e a temperatura de estabilidade da L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940. A 
maior atividade de L-asparaginase (539,4 U mL-1) foi obtida no ensaio 7, e o menor 
valor foi de 31,6 U mL-1, no ensaio 3. Os pontos centrais (ensaios 9 - 11) mostraram 
pouca variação (DPR de 18%), indicando boa repetibilidade para o método 
desenvolvido. 
 
Tabela 21. Matriz do delineamento composto central rotacional para a 
determinação do pH e da temperatura de estabilidade da L-asparaginase de 
Aspergillus oryzae CCT 3940, com os valores codificados e reais para as 
variáveis e respostas. 
Ensaio pH (x1) Temperatura (°C) (x2) 
Atividade de L-
asparaginase 
(U mL-1) 
1 (6,6) -1  (36) -1 490,3 
2 (9,4) +1 (36) -1 528,0 
3 (6,6) -1 (64) +1 31,6 
4 (9,4) +1 (64) +1 58,9 
5 (6,0) -1,41 (50) 0 405,1 
6 (10,0) +1,41 (50) 0 175,0 
7  (8,0) 0 (30) -1,41 539,4 
8  (8,0) 0 (70) 1,41 112,5 
9  (8,0) 0 (50) 0 268,0 
10  (8,0) 0 (50) 0 310,8 
11  (8,0) 0 (50) 0 213,6 
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Para os coeficientes de regressão estimados para a estabilidade da L-
asparaginase apenas o intercepto e o termo linear da temperatura mostraram 
significância estatística com valor de p<0,01. Os termos de pH e de temperatura 
lineares mostraram efeitos negativos sobre a estabilidade da L-asparaginase (Tabela 
22). 
 
Tabela 22. Estimativa para os coeficientes obtidos a partir da regressão no 
delineamento composto central rotacional para a determinação do pH e da 
temperatura de estabilidade da L-asparaginase de Aspergillus oryzae CCT 3940. 
Fatores Coeficientes 
Erro 
padrão 
t-valor (5) p-valor 
Intercepto* 264,27 50,79 5,20 0,003 
pH (L) -65,07 62,30 -1,04 0,344 
pH (Q) 10,34 74,34 0,14 0,895 
Temperatura (°C) (L)* -383,58 62,30 -6,16 0,002 
Temperatura (°C) (Q) 46,44 74,34 0,62 0,560 
pH × temperatura -5,21 87,97 -0,06 0,955 
*Termos significativos (p <0.01) 
 
Os resultados da ANOVA para a estabilidade da L-asparaginase estão na 
Tabela 23. O modelo desenvolvido poderia explicar 87,85% da variação nos 
resultados. O valor obtido no teste F (28,91) para a regressão foi de 6,48 vezes mais 
elevado do que o valor crítico, o que indica adequada significância. 
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Tabela 23. Análise de variância para o modelo baseado em um polinômio de 
segunda ordem para a estabilidade da L-asparaginase purificada de Aspergillus 
oryzae CCT 3940. 
Fonte da 
variação 
Soma dos 
quadrados 
Graus de 
liberdade 
Média dos 
quadrados 
Fcalculado* Ftabelado 
Regressão 301836,6 2 150918,3 28,91 4,46 
Resíduo 41756,5 8 5219,6   
Total 343593,1 10    
*Variação explicada pelo modelo reduzido (R²=0,8785) 
 
A superfície de resposta e as curvas de contorno do modelo polinomial de 
segunda ordem foram geradas como uma função das variáveis independentes (pH e 
temperatura). A curva de contorno mostrou que a L-asparaginase purificada foi mais 
estável na faixa de pH 7,0 a 8,0 após 1 h de incubação e na faixa de temperaturas de 
30 a 45 °C, sob as condições de ensaio (Figura 29). Além disso, a enzima ainda 
mostrou atividade de 112,5 U mL-1 (21% da atividade máxima) quando incubada a 70 
°C em pH 8,0, durante 1 h. 
140 
 
 
 
Figura 29. (a) Superfície de resposta e (b) curvas de contorno para a estabilidade 
da L-asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 em função do pH 
e da temperatura. 
(a) 
(b) 
141 
 
 
 
5.4.5. Efeitos de diferentes sais e compostos na atividade da L-
asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 
A L-asparaginase purificada de A. oryzae CCT 3940 não foi afetada 
significativamente pela presença MgSO4 e MnSO4 (0,05 e 0,5 mM), no entanto, na 
concentração de 5,0 mM estes sais atuaram como ativadores da atividade L-
asparaginase, aumentando seu valor em 33 e 49%, respectivamente (Tabela 24). 
Thakur et al. (2014) e Huang et al. (2014) também relataram o Mn2+ como ativador 
para a L-asparaginase de Mucor hiemalis e Rhizomucor miehei. A presença de 
NaSO4, (NH4)2SO4 e NaCl (0,05, 0,5 e 5 mM) não afetou significativamente a atividade 
da L-asparaginase purificada de A. oryzae CCT 3940, o mesmo ocorreu na presença 
de CaCl2 (0,05 e 0,5 mM), KCl e CaCO3 (0,05 mM). Uma pequena redução na 
atividade foi observada na presença de FeSO4 (0,05, 0,5 e 5 mM), CuSO4, KCl, CaCO3 
(0,05 e 0,5 mM) e ZnSO4 (0,05 mM). Além disso, a presença de ZnSO4, de CuSO4 e 
de CaCl2 (5 mM) inibiram a atividade de L-asparaginase reduzindo sua atividade para 
46 a 58%. 
Uma pequena redução na atividade de L-asparaginase purificada de A. 
oryzae CCT 3940 foi observada na presença de EDTA (ácido 
etilenodiaminotetracético), L-cisteína, N-bromossuccinimida, iodoacetamida, 
glutationa e ureia (0,05, 0,5 e 5 mM). Kumar e Manonmani (2013) relataram que para 
a L-asparaginase de Cladosporium sp, a inibição na presença de reagentes que atuam 
nos grupos tiol, como a L-cisteína e iodoacetamida, pode fornecer um indicativo da 
presença de grupos sulfidríla no sítio ativo da enzima. Além disso, neste estudo a 
presença de ácido p-cloromercuribenzoato, azida de sódio (0,5 e 5 mM) atuaram como 
inibidores fortes, reduzindo a atividade de L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 em 
aproximadamente 50%. 
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Tabela 24. Efeito de diferentes sais e compostos na atividade da L-asparaginase 
purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940. 
Sais e inibidores 
Atividade residual de L-asparaginase (%)a 
0,05 mM 0,5 mM 5,0 mM 
MgSO4 99,42 ± 1,78 98,94 ± 1,25 133,64 ± 2,67 
MnSO4 103,32 ± 2,06 101,17 ± 3,03 149,58 ± 2,99 
CuSO4 87,75 ± 1,44 85,24 ± 2,55 57,50 ± 1,72 
NaSO4 99,35 ± 1,78 105,17 ± 3,23 97,36 ± 2,62 
ZnSO4 86,25 ± 2,58 58,75 ± 1,76 53,07 ± 1,79 
(NH4)2SO4 92,24 ± 1,86 105,16 ± 2,14 99,125 ± 1,17 
FeSO4 83,29 ± 1,89 77,13 ± 1,54 77,13 ± 1,54 
KCl 98,08 ± 2,64   83,5 ± 1,67 66,04 ± 1,32 
NaCl 97,31 ± 1,62 97,24 ± 1,46 95,38 ± 2,58 
CaCl2 97,67 ± 1,51 95,48 ± 3,02 46,36 ± 1,21 
CaCO3 96,38 ± 1,65 86,22 ± 0,89 80,14 ± 2,31 
EDTA 90,54 ± 2,31 93,19 ± 1,78 92,1 ± 3,02 
L-cisteína  78,81 ± 3,21 87,58 ± 2,21 85,28 ± 2,33 
N-bromosuccinamida 91,24 ± 1,82 88,49 ±1,92 89,84 ±1,79 
p-cloromercuribenzoato 64,73 ± 1,29 46,87 ± 0,79 54,50 ± 1,09 
Iodoacetamida 89,34 ± 1,78 86,36 ± 1,29 93,67 ± 2,27 
Azida de sódio 73,06 ± 2,12 49,02 ± 2,19 49,02 ± 1,89 
Ureia 82,49 ± 2,47 73,31 ± 1,46 73,32 ± 1,67 
Glutationa  92,68 ± 2,23 95,33 ± 1,89 83,26 ± 3,45 
a Os resultados são valores médios (n = 3) ± DP (desvio padrão). 
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5.4.6. Determinação dos parâmetros cinéticos Km e Vmax da L-
asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 
A L-asparaginase purificada a partir de A. oryzae CCT 3940 demonstrou 
afinidade pelo substrato L-asparagina com valores de Km e Vmax estimadas em 0,66 
mM e 313 U mL-1, respectivamente (Figura 30 e 31). O valor de Km (0,66 mM) 
encontrado para a L-asparaginase purificada a partir de A. oryzae CCT 3940 foi menor 
do que os relatados por Thakur et al. (2014) para a L-asparaginase de Mucor miehei 
(4,3 mM), por Loureiro et al. (2012) para a L-asparaginase de Aspergillus terreus (2,42 
mM) e por Elshafei et al. (2012) para a L-asparaginase de Penicillium brevicompactum 
NRC 829 (1,05 mM).  
 
Figura 30. Velocidade de reação (V) versus concentração do substrato L-
asparagina para a determinação dos parâmetros cinéticos Km e Vmax da L-
asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 
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Figura 31. Determinação dos parâmetros cinéticos Km e Vmax da L-asparaginase 
purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 segundo Lineweaver-Burk. 
 
5.5. Atividade antiproliferativa da L-asparaginase purificada de 
Aspergillus oryzae CCT 3940 e da L-asparaginase comercial de 
Escherichia coli 
A avaliação da atividade antiproliferativa in vitro foi realizada por 48 h de 
exposição contínua das células a doxurrubimicina (antibiótico citostático), L-
asparaginase de A. oryzae CCT 3940 e L-asparaginase comercial  como ilustrado nas 
Figuras 32, 33 e 34, respectivamente. Os dados de crescimento celular (%) foram 
expressos em relação as células controle (T0 e T1). O tratamento de diferentes 
linhagens de células tumorais humanas com concentrações crescentes de L-
asparaginase purificada de A. oryzae CCT 3940 resultou em considerável inibição do 
crescimento celular (Figura 33). A sensibilidade das linhagens de células tumorais 
frente a L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 pareceu ser dependente da 
concentração, proporcionando uma diminuição significativa no crescimento celular em 
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relação à diminuição observada na presença de L-asparaginase comercial de E. coli 
(Tabela 25). A L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 inibiu completamente a 
proliferação das seguintes linhagens celulares UACC-62 (melanoma), 786-0 (rim), 
NCI-H40 (pulmão, tipo de célula não-pequena), PC-3 (próstata) , NCI-ADR/RES 
(ovário com o fenótipo de resistência a múltiplas drogas) e K562 (leucemia) com 
valores de ITC (concentração que produz uma inibição total de crescimento) de 3,2 a 
10 U mL-1(Tabela 25). A doxurrubimicina inibiu o crescimento de todas as linhagens 
testadas, exceto a linhagem celular NCI-ADR/RES (ovário com o fenótipo de 
resistência a múltiplas drogas), os valores de ITC variaram de 0,037 a 2,7 µg mL-1. 
Enquanto a doxorrubicina não pode inibir o crescimento celular da linhagem com 
fenótipo resistente NCI-ADR/RES, a enzima de A. oryzae CCT 3940 teve maior 
eficácia, com um valor de ITC de 3,5 U mL-1. Além disso, a enzima L-asparaginase de 
A. oryzae CCT 3940 conseguiu inibir o crescimento da linhagem de célula tumoral de 
leucemia (K562) com um valor de ITC de 3,2 ± 2,5 U mL-1, valor este que corresponde 
a aproximadamente dez vezes o valor de ITC para a doxorrubimicina. 
Nota-se também que a doxorrubimicina inibiu a proliferação das linhagens 
de queratócitos humanos (HaCat) com um pequeno valor de ITC, entretanto a L-
asparaginase de A. oryzae CCT 3940 não inibiu o crescimento das linhagens de 
queratócitos humanos (HaCat) (ITC >20 U mL-1). Enquanto que a L-asparaginase 
comercial inibiu apenas o crescimento de UACC-62 (melanoma, ITC = 7,9 ± 4,0 U mL-
1). A L-asparaginase purificada de A. oryzae CCT 3940 pôde inibir diversas linhagens 
celulares tumorais humanas nas concentrações estudadas. 
Gui et al. (2015) reportaram que a L-asparaginase (medicamento comercial 
de origem bacteriana) foi eficaz no tratamento de linfoma pulmonar primário 
(Linhagem NKT). Shanmugaprakash et al. (2015) avaliaram o efeito anti-proliferativo 
da L-asparaginase purificada de pimenta (Capsicum annuum L.) em relação a três 
linhagens celulares tumorais humanas Hela (adenocarcinoma cervical), A549 
(pulmão) e KB (carcinoma epidermóide de boca), usando ensaio de viabilidade celular 
e concluíram que o tratamento com L-asparaginase diminuiu significativamente a 
viabilidade de todas as três linhagens tumorais com uma resposta dependente da 
dose. Lorenzi et al. (2008) em seu estudo sobre a correlação da produção da enzima 
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L-asparagina sintetase com a atividade de L-asparaginase, relatou que para as 
linhagens celulares tumorais humanas OVACAR-03 (ovário) e NCI/ADR (ovário com 
fenótipo resistente) foram necessárias concentrações de 0,86 U mL-1 e 0,20 U mL-1, 
respectivamente para inibir o crescimento dessas linhagens em 50%.  
A L-asparaginase purificada de A. oryzae CCT 3940 aqui relatada 
conseguiu inibir completamente o crescimento da linhagem celular tumoral humana 
NCI/ADR (ovário com fenótipo resistente) com uma concentração de 3,5 U mL-1. 
 
Figura 32. Atividade anti-proliferativa da doxorrubicina em relação as linhagens 
celulares tumorais humanas [U251 (glioma), UACC-62 (melanoma), NCI-
ADR/RES (ovário com o fenótipo de resistência a múltiplas drogas), 786-0 (rim), 
NCI-H40 (pulmão, tipo de célula não-pequena), PC-3 (próstata), OVCAR-03 
(ovário), HT29 (cólon), K562 (leucemia) e a linhagem de células não tumoral 
HaCat (queratinócitos humanos). 
Concentração de doxorrubicina (µg mL-1) 
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Figura 33. Atividade anti-proliferativa da L-asparaginase purificada de 
Aspergillus oryzae CCT 3940 em relação as linhagens celulares tumorais 
humanas [U251 (glioma), UACC-62 (melanoma), NCI-ADR/RES (ovário com o 
fenótipo de resistência a múltiplas drogas), 786-0 (rim), NCI-H40 (pulmão, tipo 
de célula não-pequena), PC-3 (próstata), OVCAR-03 (ovário), HT29 (cólon), K562 
(leucemia) e a linhagem de células não tumoral HaCat (queratinócitos humanos). 
 
Concentração de L-asparaginase purificada de A. oryzae CCT 3940 (U mL-1) 
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Figura 34. Atividade anti-proliferativa da L-asparaginase comercial de 
Escherichia coli em relação as linhagens celulares tumorais humanas [U251 
(glioma), UACC-62 (melanoma), NCI-ADR/RES (ovário com o fenótipo de 
resistência a múltiplas drogas), 786-0 (rim), NCI-H40 (pulmão, tipo de célula não-
pequena), PC-3 (próstata), OVCAR-03 (ovário), HT29 (cólon), K562 (leucemia) e 
a linhagem de células não tumoral HaCat (queratinócitos humanos). 
 
Concentração de L-asparaginase comercial (U mL-1) 
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Tabela 25. Concentração necessária para inibir totalmente o crescimento celular (ITC) utilizando-se doxorrubicina, L-
asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 e L-asparaginase comercial de Escherichia Coli. 
Linhagens celulares tumorais humanas Doxorrubicina (µg mL-1) L-asparaginase de A. 
oryzae CCT 3940 (U mL-1) 
L-asparaginase comercial 
(U mL-1) 
U251 (glioma) 0,045 ± 0,06 >20 >20 
UACC-62 (melanoma) 0,037 ± 0,005 5,59 ± 0,06 7,9 ± 4,0 
NCI-ADR/RES (ovário com o fenótipo de 
resistência a múltiplas drogas) >25 3,4 ± 4,1 >20 
786-0 (rim) 0,7 ± 0,2 5,8 ± 2,4 >20 
NCI-H40 (pulmão, tipo de célula não-
pequena) 0,2 ± 0,1 10,0 ± 1,8 >20 
PC-3 (próstata) 0,55 ± 0,04 3,2 ± 4,1 >20 
OVCAR-03 (ovário) 1,7 ± 0,5 >20 >20 
HT29 (cólon) 2,7 ± 1,3 >20 >20 
K562 (leucemia) 0,31 ± 0,06 3,2 ± 2,5 >20 
Linhagem celular humana não tumoral Doxorrubicina (µg mL-1) L-asparaginase de A. 
oryzae CCT 3940 (U mL-1) 
L-asparaginase comercial 
(U mL-1) 
HaCat (queratócitos humanos). 0,2 ± 0,2 >20 >20 
Os resultados são apresentados como a média (n = 3) ± DP (desvio padrão). 
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5.6. Aplicação da L-asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 
3940 em batatas fritas para a redução da formação de acrilamida 
5.6.1. Determinação das condições cromatográficas para a 
determinação de acrilamida por cromatografia gasosa acoplada a 
espectrometria de massa/espectrometria de massa 
Para a análise de acrilamida por GC-MS/MS, primeiramente, realizou-se 
uma otimização da energia induzida de colisão (eV) (Figura 35). Foram testados os 
valores de 5 a 20 eV e a resposta otimizada foi a área do pico do 2-BPA (2-
bromopropenamida). O composto 2-BPA é formado durante a reação de brominação, 
na qual a molécula de bromo é inserida no composto, e adição de trietilamida que 
assegura a total conversão da propenamida a 2-BPA (Figura 36). Dada a maior área 
obtida para valor de energia de colisão de 10 eV, este foi selecionado para análises 
posteriores.  
 
Figura 35. Gráfico da área do composto 2-bromopropenamida em relação a 
variação da energia induzida de colisão para a análise de acrilamida por 
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa/espectrometria de 
massa. 
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Figura 36. Brominação da acrilamida e adição de trietilamida (C2H5)3N para a 
conversão da 2,3-dibropropenamida em 2-bromopropenamida. (Adaptado de 
Papoušek et al., 2014) 
 
O tempo de retenção encontrado para o 2-BPA foi de 6,95 min e para o 
13C3-2BPA foi de 6,37 min. O cromatograma e o espectro de massas para o 2-
bromopropenamida (2-BPA) e para o 13C3-2-bromopropenamida (13C3 2-BPA) são 
mostrados nas Figuras 37 e 38, respectivamente. 
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Figura 37. (a) Cromatograma de íons totais e (b) espectro de massa do composto 2-bromopropenamida na concentração de 
1 mg mL-1 em amostra de batata. 
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Figura 38. (a) Cromatograma de íons totais e (b) espectro de massa do composto 13C3-2-bromopropenamida na 
concentração de 1 mg mL-1 em amostra de batata. 
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5.6.2. Validação da metodologia desenvolvida para a determinação de 
acrilamida por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 
massa/espectrometria de massa 
5.6.2.1. Linearidade 
A Tabela 26 e a Figura 39 mostram os resultados para a curva de calibração 
em batata crua, cujos parâmetros de regressão foram estimados pelo método dos 
mínimos quadrados.  
 
Tabela 26. Relação entre a área do padrão de acrilamida e a área do padrão 
interno obtida em várias concentrações no extrato da amostra de batata crua 
analisada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 
massa/espectrometria de massa 
Concentração 
de acrilamida 
(µg kg-1) 
Média 
A/Api*  
DP CV (%) Inclinação Intercepto r r2 Dpi 
0,5 0,68 0,08 12,1 
1,37 0,94 0,999 0,999 0,39 
5,0 6,94 0,27 3,9 
10,0 13,97 1,35 9,6 
20,0 29,54 0,33 1,1 
40,0 57,58 0,62 1,1 
60,0 84,16 0,95 1,1 
80,0 111,00 0,31 0,3 
n = 9 (n = 3 em cada dia); DP = estimativa do desvio padrão; CV = coeficiente de variação (%); r = 
coeficiente de correlação; r2 = coeficiente de determinação; DPi = estimativa do desvio padrão do 
intercepto (coeficiente linear) para as curvas construídas na amostra. 
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Figura 39. Curva analítica para a determinação de acrilamida em batatas por 
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa/espectrometria de 
massa. No eixo y encontra-se área do composto 2-BPA (A) dividida pela área do 
padrão interno (API) (13C3 2-BPA) e no eixo x encontra-se concentração do 
composto 2-BPA em µg kg-1. 
 
As curvas de calibração foram consideradas adequadas visto que os 
coeficientes de correlação linear foram de 0,9997 a 0,9998, valores maiores do que o 
valor mínimo de 0,98 estabelecido pela ANVISA, (2003), indicando uma linearidade 
aceitável. 
5.6.2.2. Recuperação - Exatidão 
Os valores médios para a recuperação nos quatro níveis de fortificação 
para a amostra de batata apresentaram-se dentro dos limites aceitáveis (94,7% a 
120,6%). Os coeficientes de variação encontrados variaram de 0,5 a 12,5%. Os 
valores de recuperação, o coeficiente de variação, bem como o critério de aceitação 
são mostrados no Tabela 27. 
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Tabela 27. Valores para a recuperação do padrão de acrilamida no branco da 
amostra (batatas cruas), em quatro níveis diferentes, estimativa do desvio 
padrão, coeficiente de variação e critérios de aceitação para o teste de exatidão. 
Nível   
(µg kg-1) 
Recuperação (%) Critério 
de 
aceitação 
CVb A B C Média
a
 DP  CV% 
0,5 110,8 93,9 120,6 108,4 14 12,5 45 
10,0 96,7 94,7 101,2 97,5 3 3,4 32 
20,0 96,8 101,3 97,1 98,4 2 2,5 32 
40,0 98,7 99,6 98,6 98,9 1 0,5 32 
n = 3; DP = estimativa do desvio padrão; CV = coeficiente de variação (%); b Critério de aceitação para 
o coeficiente de variação segundo o DOQ-CGCRE-008, Inmetro, 2011. 
 
5.6.2.3. Efeito de matriz 
A curva analítica em batata crua e no solvente são mostradas na Figura 40. 
Para avaliar o efeito matriz, calculou-se o valor de F. O valor de F calculado foi de 
0,53, menor do que o valor tabelado (5,05) para p<0,05. Assim, as variações não são 
estatisticamente diferentes ao nível de significância de 95%. Assim, foi possível 
verificar o efeito da matriz utilizando-se a distribuição t de Student. O valor t calculado 
(0,54) foi inferior ao valor tabelado (1,81) para p<0,05, o que indica que não há 
diferença estatística entre a curva de calibração feita na amostra e a feita em solvente. 
Para as demais etapas a curva analítica na amostra foi utilizada para a determinação 
de acrilamida. 
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Figura 40. Curvas analíticas para a determinação de acrilamida em batatas cruas 
e em solvente por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de 
massa/espectrometria de massa. 
 
5.6.2.4. Precisão  
5.6.2.4.1. Precisão- repetitividade e reprodutibilidade 
intralaboratorial 
Os resultados para o estudo da precisão são apresentados na Tabela 28.  
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Tabela 28. Valores de concentração, média de concentração, estimativa do 
desvio padrão e coeficiente de variação (%) obtidos nos ensaios de 
repetitividade em matriz adicionada do padrão de acrilamida. 
 
Precisão-repetitividade 
 
Nível   
(µg kg-1) 
Concentração (µg kg-1) Critério de 
aceitação 
do CVb A B C D E F Médiaa DP CV% 
0,5 0,55 0,47 0,60 0,58 0,57 0,49 0,56 0,05 8,9 45 
10 9,67 9,47 10,12 10,16 10,27 9,98 10,05 0,15 1,5 32 
20 19,29 15,53 20,34 19,37 19,41 20,25 19,39 0,50 2,6 32 
40 39,46 39,83 39,44 38,38 37,11 38,89 39,17 0,92 2,3 32 
 Precisão- Reprodutibilidade intralaboratorial  
Nível   
(µg kg-1) Concentração (µg kg-1) Critério de 
aceitação 
do CVb  A B C D E F Médiaa DP CV% 
    10   0,62 0,55 0,73 0,42  0,65 0,49 0,59 0,11 19 32 
20    9,43 9,21 12,23 10,11 11,21 11,98 10,44 1,30 12 32 
a n = 6; DP = estimativa do desvio padrão; CV = coeficiente de variação (%); b Critério de aceitação 
para o coeficiente de variação segundo o DOQ-CGCRE-008, Inmetro, 2011. 
 
No estudo sobre a precisão sob condição de repetitividade, os coeficientes 
de variação encontrados foram muito menores do que os critérios de aceitação 
descritos no documento DOQ-CGCRE-008, Inmetro, 2011, demonstrando 
repetibilidade adequada. Já no estudo sobre a precisão sob condição de 
reprodutibilidade intralaboratorial os coeficientes de variação foram maiores (19 e 
12%), representando um aumento de mais de 10 vezes em relação ao estudo de 
repetitividade. Embora os coeficientes de variação tenham aumentado, estes ainda 
estão abaixo dos valores estabelecidos pelos critérios de aceitação. 
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5.6.2.5. Limite de detecção 
Para a determinação do limite de detecção (LOD), foram utilizados os 
valores do desvio padrão estimado (DPi; n = 3) do coeficiente linear das curvas de 
calibração para a matriz de batata crua e a média (n = 3) dos coeficientes angulares 
O limite de detecção encontrado foi de 0,4 µg kg-1, este valor é mais de 
10 vezes menor do que os relatados por Hoenicke et al., 2004, na determinação de 
acrilamida em vários alimentos usando GC-MS/MS. 
5.6.2.6. Limite de quantificação 
O limite de quantificação foi estabelecido no nível mais baixo de fortificação 
no qual foi testada a repetibilidade (0,5 µg kg-1) e obteve-se valores de coeficiente de 
variação menores que os valores determinados pelo critério de aceitação definido pelo 
DOQ-CGCRE-008 (CV<45%) (INMETRO, 2011)  
Os resultados da validação do método indicam que a técnica GC-MS/MS é 
adequada para a determinação quantitativa da acrilamida em batata frita. 
5.6.3. Determinação de açúcares redutores 
A fim de garantir a veracidade dos resultados obtidos para determinação 
de açúcares redutores e garantir que todos os valores determinados foram baseados 
em um método confiável, alguns parâmetros de validação analítica foram avaliados. 
Uma curva analítica de glicose foi preparada com sete pontos com concentrações de 
0,1 a 1 g de glicose L-1. A curva foi feita em triplicata em três dias consecutivos. Os 
dados encontrados para a curva analítica encontram-se na Tabela 29. Com os valores 
médios construíu-se a curva analítica mostrada na Figura 41. A cada análise de 
amostra uma concentração de glicose conhecida foi testada para garantir a 
quantificação. 
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Figura 41. Curva analítica para a determinação de açúcares redutores usando o 
ácido 3,5-dinitrosalicílico. 
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Tabela 29. Intercepto, inclinação, coeficiente de correlação (r), coeficiente de determinação (r2) e recuperação da curva 
analítica de glicose. 
CP* Abs a 540 nm (Média dia 01) 
Abs a 540 nm 
 (Média dia 02) 
Abs a 540 nm 
 (Média dia 03) 
Abs a 540 nm 
 (Média entre os dias) DP CV (%) IC** IT
£
 r§ CRƚ R¥ 
0,1 0,069 0,045 0,052 0,055 0,01 22 
0,553 0,02 0,996 
0,07 65 
0,3 0,220 0,174 0,172 0,189 0,03 14 0,31 102 
0,5 0,355 0,329 0,323 0,335 0,02 5 0,55 110 
0,7 0,434 0,406 0,396 0,412 0,02 5 0,71 102 
0,9 0,523 0,504 0,506 0,511 0,01 2 0,89 99 
1,0 0,583 0,555 0,544 0,561 0,02 4 0,98 98 
Inclinação 0,55 0,56 0,55 0,55            
Intercepção 0,043 0,010 0,004 0,020        
r 0,9927 0,9939 0,9992 0,9965        
r2 0,9855 0,9878 0,9985 0,9930            
*CP Concentração preparada (g glicose L-1); **IC Inclinação; £ IT Intercepto; § r Correlação; ƚ CR Concentração calculada (g glicose L-1); ¥ R Recuperação 
(variação pontual). 
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A Tabela 29 mostra que os valores calculados encontrados para a 
concentração de glicose variaram pouco em relação aos valores teóricos, indicando 
boa recuperação do método usado, exceto para o primeiro ponto da curva que 
apresentou uma recuperação muito baixa (65%). O limite de detecção encontrado 
para o método foi 0,11 g glicose L-1. O limite de quantificação foi considerado o menor 
ponto da curva (0,5 g L-1) no qual se obteve repetibilidade com coeficiente de variação 
menor que o critério de aceitação definido pelo DOQ-CGCRE-008 (CV<8%) 
(INMETRO, 2011). O método aplicado também apresentou uma boa recuperação (96 
% em média). Os valores encontrados para os coeficientes de correlação (r) e para o 
coeficiente de determinação (r2) foram satisfatórios, indicando boa linearidade do 
método. Com esses parâmetros avaliados, pode-se confirmar a qualidade do método 
empregado para a determinação glicose nas amostras estudadas. 
A acrilamida encontrada em produtos de batata é principalmente formado 
a partir da L-asparagina e de açúcares redutores (Rydberg et al., 2003; Bethke e 
Bussan, 2013), embora vários outros compostos tenham capacidade de reagir com os 
açúcares redutores para produzir acrilamida (Zhang e Zhang, 2007). Visto que os 
açúcares redutores e a L-asparagina são os componentes chave para a formação de 
acrilamida (Friedman, 2015), foram determinadas as concentrações destes 
compostos nas amostras. Além disso, o teor de açúcares redutores em alimentos é 
um parâmetro importante para ser medido devido à sua importância na reação de 
Maillard e relação direta com as características sensoriais produto final (Biedermann 
et al., 2002). 
A quantidade inicial de açúcares redutores foi de aproximadamente 2 mg 
g-1 para todas as amostras, sem diferença estatística significativa (p<0,05) (Figura 42). 
Após a imersão, todas as amostras perderam uma pequena fração do seu conteúdo 
de açúcar (menos que 10%), provavelmente devido à dissolução dos açúcares em 
água durante a imersão. No entanto, estas alterações não foram significativas em 
relação ao valor inicial. Resultados semelhantes foram descritos por Mestdagh et al. 
(2008). Após o processo de fritura, todas as amostras apresentaram uma redução na 
quantidade de açúcares redutores, provavelmente devido à reação de Maillard. A 
amostra de controle apresentou uma diminuição de 40% no teor de açúcar, e a 
amostra tratada com L-asparaginase purificada a partir de A. oryzae CCT 3940 
mostrou uma redução de 39% no conteúdo inicial (1,85 mg g-1) (Figura 42). A batata 
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tratado com a enzima comercial mostrou um decréscimo de 44%. Todas as amostras 
apresentaram uma redução similar no teor de açúcares redutores, após o processo 
de fritura, sem diferença estatística (p<0,05). Assim, pode concluir que todas as 
amostras foram submetidas a reação de Maillard em uma extensão semelhante, 
sugerindo que o tratamento com L-asparaginase não provavelmte não afeta a 
qualidade do produto final. 
 
Figura 42. Conteúdo de açúcares redutores nas amostras de batata: controle, 
tratadas com L-asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 e 
tratadas com L-asparaginase comercial nas condições iniciais, após a imersão 
e após a fritura. Os valores de concentração de açúcar redutor são apresentados 
como a média (n = 3), aqueles com letras diferentes são significativamente 
diferentes pelo teste de Tukey, com p<0,05. 
Por si só, a concentração de açúcar redutor de batatas não é sempre 
diretamente proporcional à concentração de acrilamida em um produto de batata frita 
(Kornbrust et al., 2009). A concentração de L-asparagina livre e a proporção de L-
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asparagina em relação aos outros aminoácidos livres (dos quais a glutamina é o mais 
abundante), também devem ser consideradas e podem ser indicadores da 
concentração de acrilamida em diferentes variedades de batata (CIAA, 2009). 
 
5.6.4. Determinação dos aminoácidos L-asparagina e L-glutamina 
Em batatas, a L-asparagina é o aminoácido livre mais abundante, podendo 
representar mais de 50% de todo o conteúdo de aminoácidos livres em certas 
variedades (Bethke e Bussan, 2013). Portanto, é importante monitorar a concentração 
deste aminoácido. 
Inicialmente, todas as amostras apresentaram uma concentração de L-
asparagina semelhante (cerca de 1,86 g kg-1) sem diferença estatística (p<0,05) 
(Figura 43A). Após a imersão, a concentração de L-asparagina da amostra controle 
permaneceu praticamente igual as condições iniciais, sem diferença estatística 
(p<0,05), enquanto que a concentração de L-asparagina da amostra tratada com L-
asparaginase de A. oryzae CCT 3940 apresentou redução de 46% (1,00 g kg-1) em 
relação as condições iniciais. Esta concentração de L-asparagina foi 
significativamente diferente do valor inicial (p<0,05), sendo que este valor também foi 
estatisticamente diferente da concentração de L-asparagina da amostra tratada com 
L-asparaginase comercial (0,63 g kg-1, redução de 67% em relação as condições 
iniciais). Após a fritura, a concentração de L-asparagina da amostra controle foi 
reduzida para 1,28 g kg-1 (cerca de 31% de redução a partir das condições iniciais), 
indicando que o conteúdo de L-asparagina foi consumido durante a reação de 
Maillard. A concentração de L-asparagina das amostras tratadas com as L-
asparaginases reduziu cerca de 11% após imersão para ambas as amostras, sem 
diferença estatística (p<0,05). 
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Figura 43. Conteúdo de L-asparagina (A) e L-glutamina (B) nas amostras de 
batata: controle, tratadas com L-asparaginase purificada de Aspergillus oryzae 
CCT 3940 e tratadas com L-asparaginase comercial nas condições iniciais, após 
a imersão e após a fritura. Os valores de concentração de L-asparagina são 
apresentados como a média (n = 3), aqueles com letras diferentes são 
significativamente diferentes pelo teste de Tukey, com              p <0,05. 
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Muitas enzimas com atividade de L-asparaginase apresentam também 
atividade de L-glutaminase que hidrolisa o aminoácido L-glutamina formando ácido L-
glutâmico e amônia (Krasotkina et al., 2004), fato que pode ser um efeito indesejável 
para a indústria de alimentos (Foot et al., 2007). Portanto, a concentração de L-
glutamina nas amostras foi determinada para avaliar a atividade de L-glutaminase nas 
amostras avaliadas. 
Inicialmente, todas as amostras apresentaram concentração semelhante 
de L-glutamina (cerca de 0,81 g kg-1) sem diferença estatística (Figura 43B). Após a 
imersão, a concentração de L-glutamina da amostra controle e da amostra tratada 
com L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 reduziu ligeiramente, contudo, não 
apresentou diferença estatística em relação as condições iniciais (p<0,05), enquanto 
que a concentração de L-glutamina da amostra tratada com L-asparaginase comercial 
diminuiu 25% em relação as condições iniciais (Fig. 6). Esta concentração de L-
glutamina foi significativamente diferente do valor inicial (p<0,05). Após a fritura, a 
concentração de L-glutamina reduziu significativamente para todas as três amostras 
em comparação com a condição de imersão, provavelmente devido ao consumo de 
aminoácidos durante a reação de Maillard. (Figura 43).  
Kukurová et al. (2009) reportaram uma redução de 37% no teor de L-L-
glutamina em um estudo da aplicação de L-asparaginase comercial em um modelo de 
massa frita. Os autores atribuíram este efeito a presença de atividade de L-
glutaminase na preparação de L-asparaginase. A L-asparaginase de A. oryzae CCT 
3940 não apresentou atividade de glutaminase, fato que, de acordo com Foot et al. 
(2007), poderia contribuir para um produto final de melhor qualidade. 
 
 
 
167 
 
 
5.6.5. Determinação de quantidade de amônia liberada após 
tratamento das batatas com L-asparaginase purificada de Aspergillus 
oryzae CCT 3940 e L-asparaginase comercial 
A amônia é um dos produtos da ação da L-asparaginase sobre o substrato 
L-asparagina. Portanto, a determinação do teor de amônia representa um método 
indireto para a determinação da atividade da L-asparaginase. A amostra controle não 
apresentou liberação de amônia. A batata tratada com L-asparaginase de A. oryzae 
CCT 3940 apresentou uma concentração de amônia de 190,3 ± 2,1 µmol mL-1 de 
amônia, este valor foi significativamente inferior (p<0,05) à concentração de amônia 
da amostra tratada com L-asparaginase comercial ( 213 ± 1,5 µmol mL-1). Estes 
resultados indicam uma atividade de L-asparaginase maior na enzima comercial e 
uma eventual redução de acrilamida maior. Kumar e Manonmani (2013) relataram a 
liberação de 19,09 mM mL-1 de amônia ao aplicarem L-asparaginase de Cladosporium 
sp. para a redução de acrilamida, os autores relataram que a liberação de amônia 
indica a conversão de L-asparagina presente na batata em ácido L-aspártico  
5.6.6. Determinação de acrilamida em batatas por cromatografia 
gasosa acoplada a espectrometria de massa/espectrometria de massa 
Após a fritura, a amostra controle apresentou elevada concentração de 
acrilamida (2022.3 ± 123,0 µg kg-1). Após a imersão da amostras em solução contendo 
L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940, a concentração de acrilamida foi de 554,3 ± 
87,5 µg kg-1, uma redução de 72% no teor de acrilamida foi conseguida quando 
comparada com a amostra não tratada (controle), o que é altamente desejável para 
fins de segurança alimentar (Figura 44). O resultado obtido após o tratamento da 
amostra com L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 foi significativamente diferente 
do da amostra de controle (p<0,05). Quando foi utilizada a enzima comercial, uma 
redução de 92% foi obtida (154,2 ± 66,3 µg kg-1). Esta redução foi significativamente 
(p<0,05) maior que do que a redução obtida com o tratamento com L-asparaginase 
de A. oryzae CCT 3940. Embora a L-asparaginase comercial tenha apresentado maior 
eficácia na redução da acrilamida, a L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 tem a 
vantagem de não reduzir os níveis de glutamina na amostra. Estes resultados indicam 
que a L-asparaginase poderia ser usado na redução da formação de acrilamida em 
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batatas fritas por hidrólise da L-asparagina livre formando ácido L-aspártico e amônia. 
Os resultados observados estão em concordância com os resultados para o conteúdo 
de L-asparagina, indicando relação entre a concentração de L-asparagina e a 
formação de acrilamida em batatas fritas. 
 
Figura 44. Concentração de acrilamida nas amostras: controle, tratadas com L-
asparaginase purificada de Aspergillus oryzae CCT 3940 e tratadas com L-
asparaginase comercial. Os valores de concentração de acrilamida são 
apresentados como a média (n = 3), aqueles com letras diferentes são 
significativamente diferentes pelo teste de Tukey, com p<0,05. 
Em estudos anteriores, o pré-tratamento com L-asparaginase em alimentos 
a base de batata alcançou uma redução de teor de acrilamida final de 70 a 96% 
(Ciesarova,  et al., 2006; Mahajan, et al., 2012; Kumar e Manonmani, 2013). Kumar e 
Manonmani (2013) descreveram que a formação de acrilamida após a fritura de 
batatas fritas tratadas com L-asparaginase de Cladosporium sp foi aproximadamente 
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96% menor do que o valor para as amostras não tratadas. Os autores atribuíram esta 
redução principalmente a uma redução da L-asparagina em camadas externas das 
batatas fritas que poderiam ser alcançados pela enzima, indicando a conversão de L-
asparagina a ácido L-aspártico e amônia. 
A L-asparaginase de Bacillus licheniformis reduziu a formação de 
acrilamida em batatas fritas em 80% (de 1,866 mg kg-1 para 0,438 mg kg-1), quando 
as batatas foram imersas em 200 mL de solução de L-asparaginase (30 U mL-1) em 
água destilada duas vezes durante 10 min (Mahajan et al., 2012). Pedreschi et al. 
(2011) realizaram um estudo com L-asparaginase comercial de A. oryzae 
recombinante e relataram uma redução de quase 90% nos valores de acrilamida em 
batatas fritas com a combinação de branqueamento com imersão em solução de 
asparaginase. Os autores relataram também que a dose da enzima, tempo e 
temperatura de fritura e teor de água foram identificados como parâmetros críticos 
para a formação de acrilamida. 
A aplicação da enzima L-asparaginase representa uma maneira eficaz de 
redução da concentração de acrilamida em batatas fritas por conversão direta do 
precursor L-asparagina a ácido L-aspártico que não conduz a formação de acrilamida. 
Os resultados do presente estudo sugerem que a L-asparaginase purificada de A. 
oryzae CCT 3940 pode ser utilizada para reduzir o teor de acrilamida em batatas fritas 
o que pode ser uma alternativa às necessidades de importação e uso de tecnologia 
recombinante para produção da enzima. 
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6.  Conclusões  
Os estudos qualitativos de detecção de ácido aspártico formado a partir de 
L-asparagina realizado em placas de sílica gel de cromatografia em camada delgada 
e em placas de Petri apresentou um indicativo de que as oito linhagens de fungos 
investigadas (Aspergillus oryzae CCT 3279, A. oryzae CCT 3940, A. oryzae CCT 
5321, Aspergillus niger CCT 4846, A. niger CCT 3941 e A. niger CCT 4157, Aspergillus 
oryzae LBA 01 e Aspergillus niger LBA 02) produzem a enzima L-asparaginase. 
No estudo de cinética de fermentação a linhagem de A. niger LBA 02 
apresentou maior produção de L-asparaginase (26,0 U mL-1), entre as oito linhagens 
de fungos testadas. A linhagem de A. oryzae LBA 01 apresentou 20,6 U mL-1 de L-
asparaginase após 96 h de fermentação a 30 °C, enquanto que a linhagem de A. 
oryzae CCT 3940 apresentou 19,1 U mL-1 após 72 h a 30 °C.  
As L-asparaginases de A. niger LBA 02 e de A. niger CCT 4846 
apresentaram atividade ótima a 50 °C enquanto que a L-asparaginase da linhagem 
de A. oryzae CCT 3940 apresentou atividade ótima entre 40 °C e 50 °C. As L-
asparaginases de A. oryzae CCT 3279, A. oryzae CCT 5321, A. oryzae LBA-01, A. 
niger CCT 3941, A. niger CCT 4157 apresentaram atividade ótima a 40 °C.  
As L-asparaginases de A. niger LBA 02, A. oryzae CCT 3940 e A. oryzae 
LBA 01 apresentaram atividade ótima a 50 °C e pH 9,0; 40 °C a 50 °C e pH 8,0 e 40 
°C e pH 7,0, respectivamente. A L-asparaginase de A. niger LBA 02 apresentou maior 
estabilidade na faixa de pH 8,0 a 9,0, sendo instável na faixa ácida de pH. As L-
asparaginases de A. oryzae CCT 3940 e A. oryzae LBA 01 mostraram-se mais 
estáveis na faixa de pH 6,0-8,0, 0, porém a enzima de A. oryzae LBA 01 mostrou-se 
menos estável em pH ácido que a L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940. As L-
asparaginases de A. oryzae CCT 3940 e de A. niger LBA 02 mostraram-se estáveis 
após 60 min de tratamento térmico a 50 °C em pH 8,0 e 9,0, respectivamente. As 
preparações brutas de L-asparaginase não foram afetadas significativamente na 
presença de NaCl 10 mM e retiveram mais de 80% da atividade inicial, o que é uma 
característica da enzima importante para a aplicação em indústrias de alimentos. A 
presença de Mn2+ atuou como um ativador para as três L-asparaginases testadas. Os 
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compostos p-cloromercuribenzoato e iodoacetamida atuaram como inibidores para as 
três L-asparaginases. As características desejáveis, tais como a estabilidade em 
condições fisiológicas de temperatura e pH, estabilidade em temperaturas 
intermediárias e alta especificidade para o substrato L-asparaginase, sugerem que as 
L-asparaginases estudadas podem ser utilizados para investigações futuras na 
indústria de alimentos e para aplicações farmacêuticas 
Em relação ao estudo dos parâmetros cinéticos, a L-asparaginase de A. 
oryzae CCT 3940 em extrato bruto apresentou valores de Km e Vmax iguais a 2,09 mM 
de L-asparagina e 35,8 U mL-1, respectivamente. Para a L-asparaginase de A. oryzae 
LBA 01, os valores de Km e Vmax foram 5,08 mM e 57,14 U mL-1. Já para a L-
asparaginase de A. niger LBA 02, os valores de Km e Vmax encontrados foram 1,42 mM 
e 39,2 U mL-1.  
A linhagem de A. oryzae CCT 3940 foi escolhida para os estudos de 
produção de L-asparaginase. No estudo de otimização da produção de L-
asparaginase por A. oryzae CCT 3940, utilizando delineamento experimental, uma 
atividade final de 67,49 U mL-1 foi obtida utilizando o meio otimizado que consiste em 
2% de prolina 0,5% de glicose, 0,2% do indutor L-asparagina, 0,5% do extrato de 
levedura, 0,152% de KH2PO4, 0,052% de KCl, 0,052% de MgSO4.7H2O, 0,0001% de 
CuNO3.3H2O, 0,0001% de ZnSO4.7H2O e 0,0001% de FeSO4.7H2O com pH ajustado 
para pH 8,0 e concentração de esporos de 3 ×107 esporos mL-1, 72 horas de 
fermentação a 30 °C e 150 rpm. Foi obtido um aumento de 255% na atividade de L-
asparaginase em relação aos estudos iniciais. 
A L-asparaginase de Aspergillus oryzae CCT 3940 foi purificada 28,2 vezes 
por precipitação com sulfato de amônio 80% de saturação e cromatografia de troca 
iônica em sistema FPLC. A massa molecular da enzima purificada foi estimada em 
115 kDa por SDS-PAGE. A enzima purificada apresentou atividade ótima na faixa de 
pH 7,0-8,0 e 40-50 °C. A L-asparaginase purificada mostrou uma atividade elevada 
para o substrato L-asparagina com valores de Km e Vmax estimados em 0,66 mM e 313 
U mL-1, respectivamente.  
A atividade anti-proliferativa da L-asparaginase purificada foi testada, em 
comparação com a L-asparaginase disponível comercialmente de Escherichia coli e 
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em comparação com o antibiótico doxorrubicina, contra as linhagens de células 
tumorais humanas. A sensibilidade das linhagens de células tumorais frente a L-
asparaginase de A. oryzae CCT 3940 pareceu ser dependente da concentração, 
proporcionando uma diminuição significativa no crescimento celular em relação a 
diminuição observada na presença de L-asparaginase de E. coli comercial. A L-
asparaginase purificada de A. oryzae CCT 3940 inibiu completamente a proliferação 
das seguintes linhagens celulares UACC-62 (melanoma), 786-0 (rim), NCI-H40 
(pulmão, tipo de célula não-pequena), PC-3 (próstata) , NCI-ADR / RES (ovário com 
o fenótipo de resistência a múltiplas drogas) e K562 (leucemia) com valores de ITC 
que variaram de 3,2 a 10 U mL-1. Além disso a L-asparaginase purificada de A. oryzae 
CCT 3940 também conseguiu inibir o crescimento da linhagem de célula tumoral de 
leucemia (K562) com um valor de ITC de 3,2 ± 2,5 U mL-1, valor este que corresponde 
a aproximadamente dez vezes o valor de ITC para a doxorrubimicina. A L-
asparaginase purificada apresentou potencial para a inibição do crescimento de 
algumas linhagens tumorais humanas, sugerindo um possível uso clínico. 
A L-asparaginase purificada de A. oryzae CCT 3940 promoveu uma 
redução de 72% na formação de acrilamida em batatas fritas e a enzima comercial 
apresentou 92% de redução do teor final de acrilamida quando comparadas com a 
amostra tratada apenas com água destilada. Embora a L-asparaginase comercial 
tenha apresentado maior eficácia na redução da acrilamida, a L-asparaginase de A. 
oryzae CCT 3940 tem a vantagem de não reduzir os níveis de glutamina na amostra 
A aplicação da enzima L-asparaginase representa uma maneira muito eficaz de 
reduzir o teor de acrilamida em produtos como as batatas fritas pela conversão direta 
do precursor chave, L-asparagina, em ácido L-aspártico e amônia que não conduzem 
a uma maior formação de acrilamida. Os resultados do presente estudo sugerem que 
a L-asparaginase de A. oryzae CCT 3940 pode ser de grande interesse para a 
indústria de alimentos. 
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8. Anexos  
8.1 Anexo 1 
 
Figura 45. Imagens dos fungos estudados para a produção de L-asparaginase 
da coleção de culturas do Laboratório de Bioquímica de Alimentos da Faculdade 
de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, Campinas-SP e da coleção de 
culturas da Fundação André Tosello, Campinas-SP. 
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8.2 Anexo 2 
Tabela 30. Características morfológicas dos micro-organismos estudados. 
Micro-organismo Tamanho Textura Superfície Bordas Topografia Cor da colônia Aspecto Tempo de crescimento 
A. oryzae CCT 3940 Filamentoso Cotonosa Lisa Regulares Convexa Branco Seco Rápido 
A. oryzae LBA 02 Filamentoso Aveludada Lisa Regulares Plano Ocre Seco Rápido 
A. oryzae CCT 3279 Filamentoso Cotonosa Lisa Regulares Convexa Branco Seco Rápido 
A. oryzae CCT 5321  Filamentoso Cotonosa Fissurada Irregular Convexa Verde Seco Rápido 
A. niger LBA 01 Filamentoso Aveludada Lisa Regulares Plano Preto Seco Rápido 
A. niger CCT 3941  Filamentoso Granulosa Lisa Regulares Plano Preto Seco Rápido 
A. niger CCT 3846  Filamentoso Cotonosa Lisa Regulares Plano Preto Seco Rápido 
A. niger CCT 4157 Filamentoso Cotonosa Fissurada Regulares Plano Amarelo c/ pontos pretos Seco Rápido 
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8.3 Anexo 3 
Figura 46. Teste positivo de produção de L-asparaginase (Aspergillus oryzae 
CCT 3940) em meio de cultura contendo L-asparagina e vermelho de fenol. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
